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1 Einleitung 
1.1 Epigenetik 
Conrad Waddington (1905-1975) prägte 1942 den Begriff Epigenetik als Zweig der Biologie, 
der die kausalen Wechselwirkungen zwischen Genen und ihren Produkten untersucht, die 
den Phänotyp hervorbringen (Waddington 1942). Die Epigenetik ist die Brücke zwischen 
Genotyp und Phänotyp und wird im 21. Jahrhundert definiert als das Studium der erblichen 
Veränderungen in der Genomfunktion, die ohne eine Änderung der DNA-Sequenz auftreten 
(Jones, Baylin 2007, Goldberg, Allis & Bernstein 2007). Obwohl die Mehrheit der Zellen in 
einem multizellulären Organismus einen identischen Genotyp aufweist, werden im Laufe der 
Entwicklung des Organismus diverse Zelltypen mit sich unterscheidenden 
Genexpressionsprofilen und zellulären Funktionen generiert (Goldberg, Allis & Bernstein 
2007).  
Die epigenetischen Informationen sind als chemische Modifikationen der Cytosinbasen und 
der Histonproteine, die das Genom verpacken, gespeichert. Durch Regulation der 
Chromatinstruktur und der DNA-Zugänglichkeit manifestieren diese chemischen 
Veränderungen diverse Entwicklungsstadien, Gewebetypen und Krankheitsstadien (Bird 
2002, Goll, Bestor 2005, Margueron, Trojer & Reinberg 2005). In den letzten Jahren konnten 
große Fortschritte gemacht werden, die die Charakterisierung der epigenetischen 
Modifikationen ermöglicht haben. Die epigenetischen Modifikationen können in zwei 
Kategorien eingeteilt werden, die Histonmodifikationen (1.2) und die DNA-Methylierung (1.3).  
1.2 Histonmodifikationen 
Die genetische Information wird in Form des Chromatin-Polymers zu Strukturen höherer 
Ordnung innerhalb der Zelle verpackt. Die grundlegende Einheit des Chromatins ist das 
Nucleosom, eine Struktur bestehend aus einem Oktamer aus den vier Kern-Histonproteinen 
H2A, H2B, H3 und H4, um welches 147 bp der DNA gewickelt sind. Das Histon H1 
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verschließt das Nucleosom (Khorasanizadeh 2004, Kornberg, Lorch 1999). Die Kern-
Histonproteine sind aus einer globulären Domäne und einer flexiblen, unstrukturierten 
aminoterminalen Kette aufgebaut (Luger et al. 1997). Diese ist häufig das Ziel zahlreicher 
kovalenter Modifikationen (Allfrey, Faulkner & Mirsky 1964, Spotswood, Turner 2002). Dazu 
gehören neben der Acetylierung spezifischer Lysinseitenketten durch Histon-
Acetyltransferasen auch die Methylierung von Lysin- und Argininseitenketten durch 
Histonmethyltransferasen und die Phosphorylierung von Serinresten durch Histon-Kinasen. 
Weitere posttranslationale Modifikationen sind die Anheftung von Ubiquitin-, SUMO- und 
Poly(ADP-Ribose)-Einheiten (Biel, Wascholowski & Giannis 2005). 
 
Abb. 1.1: Histonmodifikationen des Nucleosoms  
Dargestellt ist das Nucleosom mit acht aminoterminalen flexiblen Domänen und zwei C-terminalen 
Domänen. Die posttranslationalen Modifikationen werden durch die farbigen Symbole angezeigt (acK-
Acetyl-Lysin; meR: Methyl-Arginin; meK: Methyl-Lysin; PS: Phosphoryl-Serin; uK: ubiquitiniertes 
Lysin). Die Zahlen geben die modifizierten Aminosäurereste an. 
Die Acetylierung von Lysinresten geht einher mit einer hohen Chromatin-Zugänglichkeit und 
transkriptioneller Aktivität. Die Lysinmethylierung hingegen hat unterschiedliche Effekte, je 
nachdem welcher Rest modifiziert ist. Die Methylierung von Histon H3 Lysin 4 (H3K4) und 
H3 Lysin 36 ist beispielsweise assoziiert mit aktiv transkribiertem Chromatin. Im Gegensatz 
dazu korreliert die Methylierung von H3 Lysin 9 (H3K9), H3 Lysin 27 (H3K27) und H4 Lysin 
K20 (H4K20) mit der Transkriptionsrepression (Strahl, Allis 2000).  
Unterschiedliche Histonmodifikationen können sich durch die Aktivität von Proteinkomplexen, 
die an die modifizierten Histone binden, gegenseitig beeinflussen (Rea et al. 2000). Das 
Auftreten spezifischer Modifikationsmuster, die unter bestimmten Bedingungen innerhalb der 
Zelle ausgebildet werden, führte zu der Annahme der Histon-Code-Hypothese. Diese besagt, 
dass Histonmodifikationen sequenziell oder konzertiert auftreten, um einen Code zu 
Einleitung      16 
kreieren, der von nukleären Proteinen gelesen und interpretiert werden kann (Jenuwein, Allis 
2001, Turner 2002).  
1.3 DNA-Methylierung und ihre Mediatoren 
Die Methylierung von DNA ist einer der wichtigsten Mechanismen für das epigenetische 
Abschalten von Genen in Säugetieren. Die DNA von Vertebraten wird kovalent durch die 
Methylierung des Cytosins in der Dinucleotid-Sequenz 5‟CpG3„ modifiziert. Die Methyl-
Einheit des Methylcytosins befindet sich in der großen Furche der DNA-Helix, wo viele DNA-
bindende Proteine Kontaktflächen zur DNA besitzen, und beeinflusst so die Affinität dieser 
Proteine zur DNA (Abb. 1.2). In Säugetieren werden DNA-Methylierungsmuster in der 
Embryonalentwicklung etabliert und bleiben während der Zellteilung erhalten. Die 
Vererbbarkeit der DNA-Methylierungsmuster erlaubt die stabile epigenetische Markierung 
des Genoms über viele Zellteilungen hinweg. Demzufolge kann die DNA-Methylierung als 




Abb. 1.2: Cytosin-Methylierung von DNA  
(a) Das Hinzufügen einer Methyleinheit an Position 5 des Cytosinrings interferiert sterisch nicht mit der 
Basenpaarung (blaue Linien). Die DNA-Methyltransferase ist während des Methylgruppentransfers 
kovalent mit dem Kohlenstoff an Position 6 (grüner Pfeil) assoziiert. (b) Die Methyleinheiten (magenta 
und gelb) liegen innerhalb der großen Furche der Doppelhelix (Allis, Jenuwein & Reinberg 2007). 
Die Methylierung der DNA wird durch die Familie der DNA-Methyltransferase-Enzyme 
(DNMTs) vermittelt. Das Anfügen einer Methylgruppe an Position 5 des Cytosins durch die 
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DNMT1 hat eine 5 bis 30fach erhöhte Präferenz für hemimethylierte Substrate. Diese 
Eigenschaft führte dazu, dass DNMT1 als die DNA-Methyltransferase klassifiziert wurde, die 
das Methylierungsmuster aufrecht erhält. DNMT3a und DNMT3b wurden wenig später 
identifiziert und als Enzyme beschrieben, die für die de novo-Methylierung verantwortlich 
sind (Okano et al. 1999). Obwohl die DNMTs ursprünglich als Aufrechterhaltungs- oder de 
novo DNMTs klassifiziert wurden, gibt es inzwischen Hinweise darauf, dass alle drei DNMTs 
nicht nur kooperieren, sondern sowohl Aufrechterhaltungs-, als auch de novo-Funktionen in 
vivo besitzen (Rhee et al. 2000, Rhee et al. 2002, Kim et al. 2002, Paz et al. 2003b).  
Das Dinucleotid CpG ist im humanen Genom unterrepräsentiert, was auf das häufige 
Auftreten spontaner Deaminierungen des 5-Methylcytosins zu Thymidin zurückzuführen ist 
(Bird 1986). Die DNA-Methylierung trägt aufgrund dieses intrinsischen Mutationspotentials 
zwar indirekt, aber signifikant zur Entstehung genetischer Krankheiten bei. Trotz der 
geringen CpG-Frequenz innerhalb des Genoms enthalten die Hälfte der humanen Gen-
Promotoren CpG-reiche Regionen mit einer Länge zwischen 0,5 kb und mehreren kb, die als 
CpG islands bezeichnet werden (Bird 1986). Der Großteil dieser CpG islands ist mit 
sogenannten house-keeping Genen assoziiert. Die Hälfte der gewebsspezifischen Gene 
weist jedoch ebenfalls eine CpG island innerhalb ihres Promotors auf (Bird 1986). 
Typischerweise sind CpG islands während der gesamten Entwicklung vollständig 
unmethyliert und erlauben die Expression des jeweiligen Gens, wenn der entsprechende 
Transkriptionsfaktor vorhanden und die Chromatinstruktur zugänglich ist.  
CpG islands befinden sich meist innerhalb der 5„-untranslatierten Region (5„-UTR) und des 
ersten Exons eines Gens. Einzelne CpG islands sind jedoch innerhalb des Gens oder in der 
3„-untranslatierten Region (3„-UTR) lokalisiert und sind häufig anfällig für Methylierung 
(Nguyen et al. 2001). Die DNA-Methylierung interferiert dabei jedoch nicht mit der RNA-
Transkription (Jones 1999). Es gibt weitere Ausnahmen von der Regel, dass CpG islands in 
der normalen Zelle vollständig unmethyliert sind. Methylierte CpG islands spielen 
beispielsweise eine wichtige Rolle für das Imprinting von Genen und die Inaktivierung des X-
Chromosoms. Das genomische Imprinting ist ein Mechanismus, bei dem die Expression 
eines Gens auf eins der beiden parentalen Chromosomen beschränkt ist. Säugetiere 
besitzen normalerweise zwei Kopien jedes Gens, wobei sowohl das maternale als auch das 
paternale Gen dasselbe Potential besitzen in der Zelle aktiv zu sein. Beim Imprinting wird 
jedoch ein Allel durch DNA-Hypermethylierung und Ausbildung einer hochkondensierten 
Chromatinstruktur früh in der männlichen oder weiblichen Keimbahn inaktiviert, so dass das 
jeweilige Gen nur monoallelisch exprimiert wird. Ein ähnliches Phänomen der Gendosis-
Reduktion stellt die Methylierung der CpG islands auf einem der X-Chromosomen in 
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weiblichen Organismen dar, was zur Inaktivierung der Gene des methylierten X-
Chromosoms führt.  
1.4 Regulation der Genexpression durch DNA-
Methylierung 
Die Tatsache, dass die DNA-Methylierung die Genexpression beeinflusst, wurde in der 
Vergangenheit mit verschiedenen Experimenten gezeigt. Die artifizielle Methylierung der 
CpG-Stellen eines adenoviralen Reportergens verhindert beispielsweise die Expression des 
Gens nach Injektion in die Nuclei von Froschoozyten (Jones, Taylor 1980). Weitere 
Untersuchungen zur DNA-Methylierung genomischer DNA wurden durch die Entdeckung 
von 5-Azacytidin, einem DNMT-Inhibitor, ermöglicht. Das Nucleosidanalogon wird anstelle 
von Cytidin in die DNA inkorporiert und bildet mit DNA-Methyltransferasen ein kovalentes 
Addukt. Auf diese Weise kann 5-Azacytidin die Expression methylierter Gene 
wiederherstellen (Mohandas, Sparkes & Shapiro 1981).  
Nach Etablierung des DNA-Methylierungsprofils muss das Auftreten der DNA-Modifikation in 
die Regulation der Genexpression übertragen werden. Ein Mechanismus, der für die 
Genexpressionsregulation durch die DNA-Methylierung eine Rolle spielt, ist die Inhibition der 
Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA, die auf der Anwesenheit der Methylgruppe 
in der großen Furche der DNA beruht. Verschiedene Transkriptionsfaktoren erkennen GC-
reiche Sequenzmotive, die CpG-Stellen beinhalten können. Einige dieser Faktoren sind nicht 
in der Lage an DNA zu binden, wenn die CpG-Stellen methyliert sind (Watt, Molloy 1988).  
Die Genexpressionsregulation durch die DNA-Methylierung wird außerdem durch einen 
weiteren Mechanismus beeinflusst, der mit der spezifischen Bindung bestimmter Proteine 
assoziiert ist. Bei diesen Proteinen handelt es sich um die Mitglieder der Familie der Methyl-
CpG-bindenden Proteine (MBD-Proteine), die eine Methyl-CpG-bindende Domäne (MBD) 
enthalten (Abb. 1.3). Die Proteinfamilie der MBDs besteht aus sechs gut charakterisierten 
Mitgliedern, MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 und Kaiso, das statt einer MBD eine 
Zinkfinger-Domäne besitzt. 
Die MBD-Proteine fungieren als Übersetzer zwischen der DNA-Methylierung und den Histon-
modifizierenden Proteinen, die eine transkriptionell inaktive Chromatinumgebung kreieren.  
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Abb. 1.3: Die Familie der Methyl-CpG-bindenden Proteine  
Dargestellt ist die Domänenstruktur der sechs Mitglieder der MBD-Proteinfamilie mit ihrer 
charakteristischen Methyl-CpG-bindenden Domäne (grün). Weitere markierte Domänen sind die 
Transkriptionsrepressordomäne (TRD) (rot), CXXC-Domänen (blau) Zinkfinger (grau), GR repeats 
(lila) mit unbekannter Funktion und eine T:G mismatch-Glycosylase-Domäne (hellblau), die in die 
Reparatur von 5-Methylcytosindeaminierungen involviert ist. Kaiso bindet methylierte DNA über eine 
Zinkfingerdomäne und besitzt eine POB/BTB-Domäne (Sansom, Maddison & Clarke 2007). 
Die MBD-Proteine MeCP2, MBD1 und MBD2 sind häufig mit hypermethylierten CpG island-
Promotoren von Tumorsuppressorgenen assoziiert und vermitteln deren transkriptionelle 
Repression über eine TRD (Transkriptionsrepressordomäne). Mit Hilfe der TRD werden 
Proteinkomplexe rekrutiert, die für die Reorganisation des Chromatins verantwortlich sind 
(Abb. 1.4) (Ballestar, Esteller 2005). Die Methylierung der DNA und die Bindung der MBD-
Proteine resultiert schließlich in der Kondensation des Chromatins. In diesem Zustand ist die 
DNA nicht zugänglich für die Transkriptionsmaschinerie und die Genexpression ist 
dementsprechend reprimiert.  
MBD3 und Kaiso sind ebenfalls Bestandteil von Proteinkomplexen, die die 
Transkriptionsrepression vermitteln. MBD4 hingegen besitzt keine 
Transkriptionsrepressionsfunktion. Es ist stattdessen in die DNA-Reparatur involviert.  
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Abb. 1.4: Epigenetische Regulation der Genexpression  
Schematische Darstellung der reversiblen Änderungen in der Chromatinorganisation, die die 
Genexpression beeinflussen. Gene werden exprimiert, wenn das Chromatin eine offene Konformation 
aufweist, und inhibiert, wenn das Chromatin kondensiert ist. Weiße Kreise = unmethylierte Cytosine; 
rote Kreise = methylierte Cytosine (Rodenhiser, Mann 2006) 
Die meisten hypermethylierten Promotoren sind von MBD-Proteinen okkupiert, wobei 
unmethylierte Promotoren keine Interaktion mit MBD-Proteinen, außer mit MBD1, zeigen 
(Lopez-Serra et al. 2006). Die Behandlung von Krebszellen mit demethylierenden 
Wirkstoffen bewirkt die Demethylierung von CpG islands, die Freisetzung von MBD-
Proteinen und die Re-Expression des Gens, was die Auffassung, dass MBD-Proteine 
methylierungsabhängig mit Promotoren interagieren, unterstützt. Einige Promotoren weisen 
dabei eine hohe Selektivität für die Rekrutierung eines bestimmten Sets von MBD-Proteinen 
auf, wohingegen andere Promotoren weniger selektiv sind. Diese Beobachtungen führen zu 
der Schlussfolgerung, dass das spezifische Profil der MBD-Protein-Okkupanz für 
hypermethylierte CpG islands gen- und tumorspezifisch ist (Lopez-Serra et al. 2006). 
1.4.1 MeCP2 
MeCP2 ist ein 50 kDa-Protein, das von einem auf dem X-Chromosom lokalisierten Gen 
codiert wird. Es existieren zwei Splice-Varianten des Proteins, MeCPα und MeCPβ, die sich 
im Vorhandensein von Exon 2 unterscheiden.  
Das MeCP2-Protein enthält eine MBD in der N-terminalen Region und eine TRD nahe des 
C-Terminus. Die TRD enthält außerdem ein NLS (nuclear localization signal). MeCP2 
vermittelt die transkriptionelle Repression indem Proteinkomplexe, die den Umbau der 
Chromatinstruktur vermitteln, über die TRD zu der methylierten DNA-Sequenz rekrutiert 
werden. Dabei interagiert die TRD mit dem Sin3a-Komplex, der u.a. die Histondeacetylasen 
HDAC1 und HDAC2 enthält (Abb. 1.5). Die Deacetylierung der Histone führt dann zur 
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Bildung von Heterochromatin (Jones et al. 1998, Nan et al. 1998). Die Beobachtung, dass 
MeCP2 die Transkription methylierter DNA durch Rekrutierung von HDAC-enthaltenden 
Proteinkomplexen inhibiert, zeigte ursprünglich zum ersten Mal eine mechanistische 
Verbindung zwischen DNA-Methylierung und transkriptioneller Repression durch die 
Modifikation von Chromatin. Neben der Deacetylierung von Histonen kann MeCP2 die 
Repression der Transkription außerdem durch Interaktion mit einem Proteinkomplex 
vermitteln, der Histon H3 Lysin 9-Methyltransferase-Aktivität besitzt. Die Zusammensetzung 
dieses Komplexes ist jedoch noch nicht bekannt (Fuks et al. 2003).  
MeCP2 wurde in der Vergangenheit außerdem mit verschiedenen Erkrankungen in 
Verbindung gebracht. Es scheint eine wichtige Rolle für die Regulation der neuralen 
Differenzierung zu spielen, da Mutationen des MeCP2-Gens mit der Entstehung 
neurodegenerativer Erkrankungen assoziiert sind. Mutationen in der MBD und der TRD von 
MeCP2 führen beispielsweise zur Entstehung einer neurodegenerativen Erkrankung, die als 
Rett-Syndrom bezeichnet wird. Die Symptome des Rett-Syndroms sind u.a. mentale 
Retardation, Autismus, Mikroencephalie, Atembeschwerden und charakteristische 
Handbewegungen. Die Symptome treten im Alter von 6 bis 18 Monaten auf. Der Knock-Out 
von MeCP2 im Mausmodell führt zu Symptomen, die dem Rett-Syndrom ähnlich sind, wie 
z.B. zu Problemen bei der motorischen Koordination (Guy et al. 2001).  
Neben neurodegenerativen Erkrankungen ist MeCP2 potentiell auch für Krebserkrankungen 
relevant, da MeCP2 eine Rolle für die Wachstumskontrolle von Krebszellen spielt. Die 
Inhibition von MeCP2 in Krebszellen führt zu einem Wachstumsstopp. Die ektopische 
Expression hat hingegen einen Wachstumsvorteil zur Folge (Bernard et al. 2006).  
1.4.2 MBD1 
MBD1 ist ein 55 kDa Protein, das von einem auf Chromosom 18 lokalisierten Gen codiert 
wird. MBD1 enthält eine MBD in der N-terminalen Region, eine TRD im C-terminalen Bereich 
und zwei oder drei CxxCxxC-Domänen, die als CxxCxxC1, CxxCxxC2 und CxxCxxC3 
bezeichnet werden. Die CxxCxxC-Domänen sind zwischen der MBD und der TRD lokalisiert, 
wobei die Anzahl der CxxCxxC-Domänen von alternativen Splice-Ereignissen abhängt. 
Isoformen, die eine CxxCxxC3-Domäne enthalten, sind in der Lage auch unmethylierte DNA-
Promotoren zu binden. Sie vermitteln dementsprechend nicht nur die 
Transkriptionsrepression methylierter, sondern auch unmethylierter DNA-Regionen (Fujita et 
al. 2003). 
Die Repressionsaktivität von MBD1 wird durch die Rekrutierung der SETDB1 
Histonmethyltransferase (Abb. 1.5), welche die Methylierung von Histon H3 Lysin 9 
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katalysiert, vermittelt (Klose, Bird 2006). MBD1 interagiert außerdem mit der 
Histonmethyltransferase (HMT) Suv39h, die ebenfalls die Methylierung von Histon H3 K9 
katalysiert (Fujita et al. 2003).  
Bisher ist wenig über die funktionelle Bedeutung von MBD1 bekannt. MBD1-Knock-Out-
Mäuse zeigen keine Störungen in der Entwicklung und keinen auffälligen Phänotyp. Die 
pluripotenten neuronalen Zellen der Knock-Out-Mäuse weisen jedoch eine verminderte 
neuronale Differenzierung und Chromosomeninstabilität auf (Klose, Bird 2006).  
1.4.3 MBD2 
Das MBD2-Protein wird von einem Gen auf Chromosom 18 codiert. Es existieren zwei 
Splice-Varianten, MBD2a (43,5 kDa) und MBD2b (29,1 kDa), die sich anhand ihrer 
Startposition für die Translation unterscheiden. Es existiert außerdem eine Testikel-
spezifische trunkierte Variante (31,7 kDa), MBD2t, mit einem alternativen Exon 4.  
Das MBD2-Protein fungiert als Transkriptionsrepressor, da es Bestandteil des MeCP1-
Komplexes, einem ATP-abhängigen Multiprotein-Komplex, der die Umstrukturierung des 
Chromatins reguliert, ist. (Abb. 1.5) Neben MBD2 enthält MeCP1 den Mi-2/NuRD-Komplex 
(Fatemi, Wade 2006). MBD2 stellt die DNA-bindende Domäne des Komplexes dar und 
rekrutiert die übrigen Komponenten des MeCP1-Komplexes über die TRD, u.a. HDAC1, 
HDAC2 und Mi-2. Die HDACs und Mi-2 katalysieren die Bildung von transkriptionell 
inaktivem Heterochromatin. Für MBD2b wurde in der Vergangenheit auch eine Funktion als 
Demethylase beobachtet (Bhattacharya et al. 1999). Das Vorhandensein dieser 
enzymatischen Aktivität wird jedoch kontrovers diskutiert. 
Entwicklungsbiologisch ist MBD2 für die X-chromosomale Dosis-Kompensation bei 
weiblichen Säugetieren von Bedeutung. In der frühen Zygote sind zunächst beide X-
Chromosomen aktiv. Die Inaktivierung eines X-Chromosoms erfolgt gleichzeitig mit der 
zellulären Differenzierung und wird durch die nicht-codierende Xist-RNA vermittelt (X inactive 
specific transcript). Diese RNA bedeckt das gesamte zu inaktivierende X-Chromosom und 
löst die Inaktivierung des Chromosoms durch Rekrutierung von Proteinkomplexen, welche 
die Reorganisation des Chromatins vermitteln, aus. MBD2 reguliert die 
methylierungsabhängige Repression des Xist-Gens auf dem X-Chromosom, das aktiv bleibt 
und trägt dementsprechend zur Aufrechterhaltung der Aktivierung des X-Chromosoms bei 
(Barr et al. 2007). 
Der Verlust von MBD2 in MBD2 Knock-Out-Mäusen bewirkt keine Defekte in der 
embryonalen Entwicklung. MBD2 defiziente weibliche Mäuse zeigen jedoch ein abnormales 
maternales Verhalten (Hendrich et al. 2001). Die T-Helferzellen der Knock-Out-Mäuse 
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weisen außerdem Störungen in der Differenzierung auf, da der MBD2-Verlust mit 
Veränderungen der Expression einiger Cytokine, die für die T-Helfer-Zell-Differenzierung von 
Bedeutung sind, assoziiert ist (Hutchins et al. 2002). 
Die Kreuzung der MBD2 Knock-Out-Maus in den APCMin/+-Hintergrund hat gezeigt, dass 
MBD2 eine Rolle in der Tumorigenese des Kolorektalkarzinoms spielt. Die intestinale 
Tumorigenese ist in den APCMin/+MBD2-/--Mäusen bis zu zehnfach reduziert. APCMin/+MBD2-/--
homozygote Mäuse zeigen außerdem eine signifikante Reduktion der Adenomlast und ein 
gesteigertes Überleben im Vergleich zu den APCMin/+MBD2+/-heterozygoten Mäusen 
(Sansom et al. 2003). Der genaue Mechanismus der Tumorsuppression ist noch unklar, 
wobei Studien gezeigt haben, dass zahlreiche wichtige negative Regulatoren des Wnt-
Signalwegs in Kolorektaltumoren transkriptionell inaktiviert sind. Sie stellen somit potentielle 
Ziele der MBD2-vermittelten transkriptionellen Repression dar (Suzuki et al. 2004).  
1.4.4 MBD3 
Das Gen, welches MBD3 codiert, ist auf Chromosom 19 lokalisiert und weist eine signifikante 
Homologie zu MBD2 auf (Hendrich, Bird 1998). MBD3 kommt in zwei Splice-Varianten, die 
sich anhand ihrer Größe unterscheiden, vor. In Säugetieren ist MBD3 nicht in der Lage an 
methylierte DNA zu binden, da es zwei Veränderungen in der MBD aufweist. Trotz des 
Nichtvorhandenseins einer funktionellen MBD spielt MBD3 eine wichtige Rolle für 
methylierungsabhängige Ereignisse, da es eine integrale Komponente des Mi-2/NuRD-
Komplexes (Abb. 1.5), zu dem auch MBD2 gehört, ist. Dieser Komplex enthält neben MBD3 
die Histondeacetylasen HDAC1 und HDAC2, die Histon-bindenden Proteine RbAp46 und 
RbAp48, Mi-2, das für die Umstrukturierung des Chromatins verantwortlich ist, und MTA1 
und MTA2, zwei Metastase-assoziierte Proteine. Der Proteinkomplex vermittelt die 
Repression der Genexpression durch Umstrukturierung des Chromatins.  
Anhand eines MBD3 Knock-Out-Mausmodells wurde gezeigt, dass MBD3 essentiell für die 
normale Embryogenese ist. Die MBD3 defizienten Mäuse sterben früh während der 
embryonalen Entwicklung (Hendrich et al. 2001). Diese Beobachtung macht außerdem 
deutlich, dass MBD2 und MBD3 in vivo trotz der hohen Sequenzhomologie funktionell nicht 
redundant sind. 
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Abb. 1.5: Epigenetische, durch MBD-Proteine vermittelte Transkriptionsinaktivierung 
Rote und weiße Kreise repräsentieren methylierte bzw. unmethylierte CpGs (Lopez-Serra, Esteller 
2008). 
1.4.5 MBD4 
Im Gegensatz zu den anderen MBD-Proteinen, gibt es wenige Hinweise darauf, dass MBD4, 
dessen Gen auf Chromosom 3 lokalisiert ist, in der Lage ist die Transkription zu inhibieren. 
Stattdessen agiert MBD4 als methylierungsspezifisches DNA-Reparatur-Protein, das mit 
Proteinen der mismatch repair-Familie der DNA-Reparatur-Proteine interagiert (Bellacosa et 
al. 1999).  
MBD4 weist zwei funktionelle Domänen auf, eine MBD, die direkt an hemi- oder vollständig-
methylierte DNA bindet und eine C-terminale Domäne, die als Thymin-DNA-Glycosylase 
fungiert und Thymin oder Uracil mismatches in CpG-Stellen in vitro entfernen kann (Hendrich 
et al. 1999). Das CpG Dinucleotid ist aufgrund der häufigen hydrolytischen Deaminierung 
von 5-Methyl-Cytosin zu Thymin und der Deaminierung von Cytosin zu Uracil sehr anfällig 
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für Mutationen. Diese Deaminierungen können zwischen 2 bis 300mal pro Tag pro Zelle 
auftreten und würden, sofern sie nicht repariert werden, in der nächsten Runde der 
Replikation zu G:C und A:T-Mutationen führen (Fraga et al. 2003, Bellacosa 2001). Derartige 
Mutationen tragen häufig zur Tumorigenese bei. Etwa 50% der somatischen p53-Mutationen 
in Kolorektalkarzinomen entstehen beispielsweise an sogenannten hotspots, wo Cytosine in 
CpG-Dinucleotiden deaminiert sind (Kouidou, Malousi & Maglaveras 2006). Da MBD4 in der 
Lage ist diese Mutationen zu verhindern, übt es eine wichtige Kontrollfunktion aus. 
MBD4-defiziente Mäuse sind lebensfähig und zeigen keinen offenkundigen Phänotyp (Millar 
et al. 2002). Sie weisen jedoch eine signifikant erhöhte Frequenz von Mutationen am 5-
Methyl-Cytosins eines Reportes-Transgens auf (Millar et al. 2002, Wong, Hawkins & Ward 
2007). Obwohl die MBD4-/--Mäuse keine erhöhte spontane Tumorigenese zeigen, erhöht die 
MBD4-Defizienz dennoch die intestinale Tumorigenese nach Kreuzung in den APCMin/+-
Hintergrund (Millar et al. 2002). Die Tumore, die in diesen Mäusen entstanden sind, weisen 
eine deutlich erhöhte Anzahl an Mutationen innerhalb der CpG-Stellen des APC-Allels auf. 
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass MBD4 aufgrund seiner DNA-Reparatur-Funktion 
als Tumorsuppressor agiert.  
1.4.6 Kaiso 
Kaiso gehört zu den BTB/POZ-Proteinen und besitzt, im Gegensatz zu den anderen 
Mitgliedern der MBD-Proteinfamilie, keine klassische MBD, sondern eine Zinkfinger-
Domäne, die am C-Terminus lokalisiert ist. Kaiso, welches X-chromosomal codiert ist, bindet 
an Sequenzen, die mindestens zwei konsekutive methylierte CpG-Dinucleotide aufweisen. 
Es vermittelt die transkriptionelle Repression über den N-CoR Corepressorkomplex, der u.a. 
HDAC3 enthält (Klose, Bird 2006). Neben der methylierungsabhängigen 
Transkriptionsrepression kann Kaiso auch als sequenzspezifischer Transkriptionsinhibitor 
fungieren, indem es an die Nucleotidsequenz CTGCNA (N = beliebiges Nucleotid) bindet. 
Die Affinität von Kaiso für diese Konsensussequenz ist höher als die Affinität für Methyl-CpG-
Stellen (Daniel et al. 2002).  
Kaiso-/--Mäuse sind lebensfähig, fertil und weisen keinen offensichtlichen Phänotyp auf. 
Kaiso-defiziente Mäuse mit einem APCMin/+-Hintergrund hingegen zeigen eine deutlich 
reduzierte Tumorigenese, wobei der zu Grunde liegende Mechanismus noch unklar ist 
(Prokhortchouk et al. 2006). Kaiso spielt dementsprechend eine Rolle für die Tumorigenese 
von Kolorektalkarzinomen. Außerdem ist die Expression von Kaiso im Tumorgewebe 
verändert. Eine erhöhte Expression kann in intestinalen Adenomen von APCMin/+-Mäusen 
und in humanen Kolontumoren beobachtet werden.  
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1.5 Die DNA-Methylierung in Tumorzellen 
Das DNA-Methylierungsmuster von neoplastischen Zellen ist im Vergleich zu normalen 
Zellen dramatisch verändert. Innerhalb des Genoms ist eine globale Hypomethylierung zu 
beobachten, lokal werden CpG islands hypermethyliert. Die Bedeutung der 
Hypomethylierung für die Tumorigenese ist noch nicht vollständig geklärt, sie wurde jedoch 
in der Vergangenheit mit genomischer Instabilität assoziiert (Jones, Baylin 2002).  
Die Rolle der lokalen Hypermethylierung von CpG islands in der Tumorentstehung ist 
dagegen besser verstanden. Während der Tumorigenese werden zahlreiche wichtige 
Tumorsuppressorgene, wie z.B. p16, Rb und PTEN hypermethyliert und transkriptionell 
inaktiviert. Die Hypermethylierung und die transkriptionelle Repression spielen außerdem bei 
der Ausbildung von Chemoresistenzen eine Rolle, wie z.B. bei der Inaktivierung des MLH1 
mismatch repair-Gens nach Cisplatin-Behandlung von Ovarialzelllinien (Strathdee et al. 
1999). Die Cisplatin-Resistenz kann in diesen Zellen jedoch durch Behandlung mit DNA-
Methylierungsinhibitoren wiederhergestellt werden (Plumb et al. 2000). 
Die Hypermethylierungsprofile der CpG islands von Tumorsuppressorgenen variiert je nach 
Tumorart stark (Costello et al. 2000, Esteller et al. 2001a). Dabei ist das Muster der 
epigenetischen Inaktivierung nicht nur ein Merkmal sporadischer Tumore, sondern kann 
auch bei Tumoren, die auf vererbbare Krebserkrankungen zurückgehen, beobachtet werden 
(Esteller et al. 2001b).  
Einige Tumorarten weisen typischerweise eine stärkere Methylierung der CpG islands auf als 
andere. Insbesondere in Tumoren des Gastrointestinaltraktes ist eine sehr starke 
Methylierung zu beobachten, wohingegen Ovarialtumore und Sarkome eine deutlich 
geringere Hypermethylierung zeigen (Esteller 2007). Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass 
die hypermethylierten Gene in diesen Tumorarten noch nicht identifiziert wurden. Eine 
andere Erklärung könnte sein, dass die stärker hypermethylierten Tumorarten in Bereichen 
entstehen, in denen eine höhere Exposition gegenüber externen Karzinogenen besteht 
(Costello et al. 2000, Esteller et al. 2001a). Das für eine bestimmte Tumorart typische 
Hypermethylierungsprofil wird in lange etablierten humanen Krebszelllinien aufrecht erhalten 
(Smiraglia et al. 2001, Paz et al. 2003a). Aufgrund der Stabilität des Methylierungsmusters 
eignen sich Zelllinien als Modell für Untersuchungen zur DNA-Methylierung. 
Warum einige CpG islands in Krebszellen hypermethyliert werden, während andere 
unmethyliert bleiben, ist bis heute nicht verstanden. Eine Hypothese ist, dass, wie bei 
genetischen Mutationen, die vorzugsweise Methylierung des jeweiligen Gens im Vergleich zu 
anderen Genen einen selektiven klonalen Vorteil zur Folge hat.  
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1.6 Das klassische Modell der klonalen genetischen 
Krebsentstehung 
Im klassischen Modell der klonalen genetischen Krebsentstehung, das von Vogelstein und 
Kollegen vorgeschlagen wurde, wird die Tumorprogression durch eine Reihe von 
genetischen Veränderungen vorangetrieben, die für die kontinuierliche klonale Selektion und 
die Heterogenität der Tumorzellen verantwortlich sind (Abb. 1.6) (Kinzler, Vogelstein 1997).  
 
Abb. 1.6: Das Modell der klonalen genetischen Krebsentstehung  
In der klassischen Sicht entsteht Krebs durch die Folge von Mutationen, die zur Aktivierung von 
Onkogenen (ONC) und Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen (TSG) führen. Jede Mutation führt 
zu einem selektiven Wachstumsvorteil der monoklonalen Population von Tumorzellen und jede 
signifikante Eigenschaft des Tumors, wie z.B. Invasivität oder Metastasierung wird durch eine solche 
Mutation hervorgerufen. Epigenetische Veränderungen können in diesem Modell als Ersatz für die 
Mutationen fungieren (Feinberg, Ohlsson & Henikoff 2006). 
Dieser Prozess führt schließlich zu Tumorproliferation, Invasion, Metastasierung und 
Arzneimittelresistenz. Bei der Transformation einer normalen differenzierten Zelle zur 
Tumorzelle spielen die Aktivierung von Onkogenen und die funktionelle Inaktivierung von 
Tumorsuppressorgenen z.B. durch Deletionen, Translokationen oder Mutationen eine große 
Rolle (Hanahan, Weinberg 2000). Inzwischen wurde eine große Anzahl solcher Gene 
identifiziert, was zu der Ansicht geführt hat, dass es sich bei Krebs um eine heterogene 
Gruppe von Erkrankungen mit sich unterscheidender Ätiologie und Pathogenese handelt. 
Zwei der am besten verstandenen Erkrankungen, die Chronisch Myeloische Leukämie 
(CML) und das Kolorektalkarzinom, entstehen beispielsweise durch vollkommen 
unterschiedliche Mechanismen. Während die CML durch die Translokation des 
Philadelphiachromosoms gekennzeichnet ist (Rowley 1990), die zu einer Fusion zwischen 
Einleitung      28 
dem BCR-Gen auf Chromosom 9 und dem ABL-Gen auf Chromosom 22 führt, entsteht das 
Kolorektalkarzinom durch eine Folge von Veränderungen von Onkogenen und 
Tumorsuppressorgenen, darunter APC, KRAS und p53 (Fearon, Vogelstein 1990). 
1.7 Die Bedeutung der epigenetischen Geninaktivierung 
für die Kanzerogenese 
Genetische Mechanismen sind nicht der einzige Pfad, der zur Entstehung genetischer 
Veränderungen führen kann. Epigenetische Veränderungen können alternativ zu Mutation 
und chromosomalen Veränderungen eine gestörte Genfunktion bewirken, indem sie die 
genetischen Veränderungen nachahmen (Egger et al. 2004). Dazu gehören die globale 
DNA-Hypomethylierung, lokale Hypermethylierung, Chromatinveränderungen und der 
Verlust des Imprintings. Alle genannten Mechanismen können zur aberranten Aktivierung 
von Onkogenen bzw. aberranten Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen führen (Feinberg, 
Tycko 2004). 
Die Entstehung von Krebs basiert dementsprechend auf genetischen und epigenetischen 
Veränderungen. Das Modell des epigenetischen Progenitors berücksichtigt diese 
Erkenntnisse und postuliert, dass die Entstehung von Krebs in drei Stufen abläuft (Abb. 1.7). 
Im ersten Schritt kommt es zur epigenetischen Fehlregulation einer Vorläuferzelle, es folgt 
eine initiierende Mutation und schließlich im dritten Schritt der Erwerb genetischer und 
epigenetischer Plastizität (Feinberg, Ohlsson & Henikoff 2006).  
Der erste Schritt ist gekennzeichnet durch die epigenetische Fehlregulation einer 
Progenitorzelle, was zur Ausbildung einer für neoplastische Veränderungen anfälligen 
polyklonalen Zellpopulation führt. Diese epigenetischen Veränderungen können durch 
Ereignisse innerhalb der Zelle, durch Einfluss des stromalen Kompartiments, durch 
Umwelteinflüsse oder Verletzungen hervorgerufen werden.  Es gibt verschiedene Evidenzen, 
die diese Hypothese stützen.  Zum einen haben klassische in vitro-Studien gezeigt, dass der 
tumor-assoziierte Phänotyp sowohl in Leukämien, als auch in soliden Tumoren stabil aber 
reversibel ist, was einen epigenetischen Mechanismus impliziert (Sachs 1986, Lotem, Sachs 
2002). Weiterhin weisen alle Tumore Veränderungen der DNA-Methylierung wie z.B. globale 
Hypomethylierung (Feinberg, Vogelstein 1983, Goelz et al. 1985) und lokale 
Hypermethylierung (Issa et al. 1994, Holst et al. 2003, Crawford et al. 2004) auf. Diese 
epigenetischen Veränderungen müssen den initialen genetischen Veränderungen voraus 
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gehen, da die epigenetische Alterationen bereits in benignen neoplastischen Stadien 
nachgewiesen werden können. Außerdem konnte gezeigt werden, dass ein muriner 
Melanomnucleus nach Transplantation in eine entkernte Oozyte die Differenzierung in 
somatische Gewebe initiieren kann. Der Großteil der phänotypischen Eigenschaften der 
Tumorzelle wird demzufolge durch epigenetische Mechanismen, die an der Entstehung des 
Tumors beteiligt sind, hinsichtlich einer normalen Entwicklung reprogrammiert (Hochedlinger 
et al. 2004).  
 
 
Abb. 1.7: Das Modell des epigenetischen Progenitors der Krebsentstehung  
Bei diesem Modell verläuft die Krebsentstehung über einen dreistufigen Prozess. Der erste Schritt ist 
das Auftreten epigenetischer Veränderungen innerhalb von Stamm-/Progenitorzellen, was durch die 
aberrante Regulation von Tumorsuppressorgenen (TPG) vermittelt wird. Der zweite Schritt ist das 
Auftreten einer gatekeeper-Mutation (GKM) in soliden Tumoren oder die Reorganisation eines 
Onkogens (ONC) bei Leukämien oder Lymphomen. Der dritte Schritt umfasst die Ausbildung 
genetischer und epigenetischer Plastizität (Feinberg, Ohlsson & Henikoff 2006). 
Im zweiten Schritt der Krebsentstehung entsteht eine initiale Mutation innerhalb der 
Subpopulation der epigenetisch veränderten Progenitorzellen. Dieses Ereignis wurde bisher 
als der erste Schritt der Tumorentstehung angesehen. Diese initiierenden  Mutationen sind 
spezifisch für den jeweiligen Tumortyp. Mutationen in Genen, die für APC oder β-Catenin 
codieren sind z.B. spezifisch für Kolorektalkrebs, die Reorganisation des BCR-ABL hingegen 
ist typisch für die CML. Epigenetische Veränderungen können dabei, wie bereits erwähnt, die 
Onkogen-Aktivierung oder Tumorsuppressorgen-Inaktivierung substituieren.  
Im dritten Schritt werden genetische und epigenetische Plastizität entwickelt, so dass 
genetische und epigenetische Schäden akkumulieren, was die Progression der Erkrankung 
weiter fördert. Ein Beispiel für die Steigerung der genetischen Plastizität ist die Induktion der 
Telomerase und die damit einhergehende Induktion der Telomer de novo-Synthese. In der 
normalen Zelle, in der keine Telomeraseaktivität nachweisbar ist, kommt es zur Verkürzung 
der Chromosomen und damit zu einer Begrenzung der Anzahl der Zellteilungen, der sich 
Einleitung      30 
eine Zelle unterziehen kann. Entartete Zellen können sich hingegen aufgrund der 
Telomerase-Induktion unendlich oft teilen (Sharpless, DePinho 2004).  
Epigenetische Instabilität kann die Tumorprogression z.B. durch pleiotrope Veränderungen in 
der Expression von Genen fördern, die für Chromatin-modifizierende Produkte codieren. Die 
Expression von HP1Hα reguliert beispielsweise die Invasivität von Krebszellen (Kirschmann 
et al. 2000). 
Dieses dreistufige Modell der Tumorentstehung, dass die Existenz von epigenetisch 
veränderten Progenitorzellen postuliert, impliziert, dass die frühesten Stadien der 
neoplastischen Progression beginnen, lange bevor eine benigne neoplastische Läsion 
erkennbar ist. Dies steht im Kontrast zu dem bisher akzeptierten Modell, dass Krebs einen 
monoklonalen Ursprung hat und sich aus einer initialen Mutation entwickelt. (Feinberg, 
Ohlsson & Henikoff 2006). 
1.8 Die tumorsuppressive Funktion von Proteasen 
Proteasen spielen eine fundamentale Rolle in biologischen Prozessen und sind assoziiert mit 
verschiedenen pathologischen Zuständen, u.a. mit Krebs (Lopez-Otin, Overall 2002). Das 
humane Degradom umfasst etwa 569 Proteasen und deren Homologe, die in fünf Klassen 
eingeteilt werden: 194 Metalloproteasen (MMPs), 176 Serinproteasen, 150 
Cysteinproteasen, 28 Threoninproteasen und 21 Aspartatproteasen (Puente, Lopez-Otin 
2004).  
Proteasen wurden bereits im Jahr 1946 mit Krebs in Verbindung gebracht, als Fischer 
vorschlug, dass die Tumor-assoziierte proteolytische Aktivität für die Degradation der 
Zellmatrix und der folgenden Invasion des Tumors in das normale Gewebe verantwortlich ist 
(Fischer 1946). Fischers Konzept fokussierte sich auf extrazelluläre und perizelluläre 
proteolytische Prozesse, sowie die Degradation von Matrixkomponenten und die Förderung 
der Invasion und Metastasierung. In den 1970er Jahren wurden sekretierte Serin- und 
Cysteinproteasen und MMPs identifiziert, die prometastatische Funktionen besitzen. In den 
folgenden zwei Dekaden haben molekularbiologische Studien zur Identifikation zahlreicher 
weiterer Proteine geführt, die in der zellulären Invasion eine Rolle spielen. Inzwischen ist 
jedoch bekannt, dass die proteolytischen Enzyme für alle Phasen der Tumorprogression von 
Bedeutung sind (Borgono, Diamandis 2004, Egeblad, Werb 2002, Mohamed, Sloane 2006).  
Intrazelluläre und extrazelluläre Proteasen können in verschiedenen zellulären Prozessen 
als Signalmoleküle fungieren, die für die Entstehung von Krebs von Bedeutung sind. Zu 
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diesen Protease-regulierten Prozessen gehören Proliferation, Adhäsion, Migration, 
Differenzierung, Angiogenese, Seneszenz und Apoptose.  
 
 
Abb. 1.8: Die funktionelle Bedeutung von Anti-Tumor-Proteasen  
Proteasen verschiedener Klassen besitzen Tumorsuppressorfunktion und inhibieren verschiedene 
Stadien der Tumorentwicklung, wie z.B. die Angiogenese und die Invasion (Lopez-Otin, Matrisian 
2007). 
Die Funktion intrazellulärer Proteasen in Signalkaskaden ist im Allgemeinen mit der 
Entfernung von defekten oder unerwünschten Produkten assoziiert. Die Organisation der 
intrazellulären Enzyme innerhalb proteolytischer Kaskaden fungiert dabei als protektiver 
Mechanismus. In verschiedenen humanen Tumoren können Mutationen zum Verlust der 
Proteasefunktion führen, wie z.B. die Inaktivierung der Caspase 8 im Neuroblastom (Teitz et 
al. 2000). Die aberrant inaktivierten Proteasen fungieren somit als Tumorsuppressorgene 
(Teitz et al. 2000, Hoeller, Hecker & Dikic 2006).  
Extrazelluläre Proteasen sind aktiv an der Tumorigenese beteiligt und werden in malignem 
Gewebe häufig überexprimiert, wie z.B. MMPs (Egeblad, Werb 2002). Neuere Studien haben 
gezeigt, dass außerdem extrazelluläre Proteasen existieren, die Anti-Tumor-Eigenschaften 
besitzen (Balbin et al. 2003, McCawley et al. 2004, Overall, Kleifeld 2006). Der Verlust der 
Collagenase-2-Funktion geht beispielsweise mit einer erhöhten Suszeptibilität gegenüber 
Tumoren der Haut einher (Balbin et al. 2003). Diese Ergebnisse verdeutlichen die paradoxe 
Funktion der extrazellulären Proteasen für die Tumorprogression. Die molekularen 
Mechanismen der Tumorsuppressor-Proteasen sind demnach sehr unterschiedlich und 
betreffen alle Stadien der Tumorprogression (Abb. 1.8). Zu diesen molekularen 
Mechanismen gehören die negative Regulation des Zellwachstums und Zellüberlebens 
durch die CYLD Cysteinprotease, verschiedene MMPs und Serinproteasen (Egeblad, Werb 
2002, Massoumi et al. 2006, Ramirez-Montagut et al. 2004) Veränderungen der Zelladhäsion 
durch DPP4 (Wesley, McGroarty & Homoyouni 2005), die Inhibition der Angiogenese durch 
Neprilysin und MMPs (Houghton et al. 2006, Jost et al. 2006, Goodman et al. 2006), die 
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Stimulation der Apoptose durch MMPs und Caspasen (Egeblad, Werb 2002, Stupack et al. 
2006), die Aktivierung der Autophagozytose durch Autophagin 3 (Marino et al. 2007) und die 
Modulation der Entzündungsantwort durch MMPs (Balbin et al. 2003). 
Diese protektiven Effekte resultieren aus der Fähigkeit dieser Enzyme eine große Anzahl von 
Substraten, wie z.B. Wachstumsfaktoren, proapoptotische Liganden, Zelladhäsionsmoleküle, 
Chemokine, Cytokine oder andere  Proteasen, selektiv zu schneiden, (Abb. 1.9).  
 
 
Abb. 1.9: Die Substrate ausgewählter Anti-Tumor-Proteasen  
Die Proteasen (innerhalb der Ellipsen) entwickeln ihre tumorsuppressive Funktion durch Proteolyse 
ihrer Substrate (äußerer Ring) (Lopez-Otin, Matrisian 2007). 
Dennoch sind zahlreiche Mechanismen, die der tumorsuppressiven Funktion von Proteasen 
zu Grunde liegen, immer noch unbekannt. Die Identifikation der in vivo-Substrate dieser 
Enzyme ist essentiell, um neue mechanistische Erkenntnisse zu erlangen und die Relevanz 
dieser Enzyme als Tumorsuppressoren zu validieren.  
1.9 Die Familie der HtrA-Proteasen 
Die Familie der HtrA-Proteasen umfasst eine Klasse hochkonservierter oligomerer 
Serinproteasen. Als gemeinsames Merkmal der über 180 Familienmitglieder gilt das 
Vorhandensein mindestens einer C-terminalen PDZ-Domäne und einer katalytischen 
Domäne, die der Trypsin-Protease ähnelt. Der variable N-Terminus verfügt bei einigen HtrAs 
über eine Signalsequenz (Abb. 1.10) (Clausen, Southan & Ehrmann 2002). Prokaryotische 
Einleitung      33 
HtrAs spielen eine wichtige Rolle in der bakteriellen Stressantwort und der Pathogenizität 
(Pallen, Wren 1997).  
 
 
Abb. 1.10: Die Domänenorganisation ausgewählter HtrA-Familienmitglieder  
Die Familie der HtrA-Proteasen umfasst sowohl prokaryotische, als auch eukaryotische Mitglieder. 
N-terminal weisen einige der Mitglieder eine Signal-Sequenz (SS) oder einige 
Transmembransegmente (TM) auf. Weiterhin sind die relativen Positionen der insulin growth factor 
binding domains (IGFBP, blau), der KazaI-Proteaseinhibitordomänen (KI, rot), der Trypsin-ähnlichen 
Proteasedomänen (grün) und der PDZ-Domänen (gelb) dargestellt (Clausen, Southan & Ehrmann 
2002). 
HtrA wurde ursprünglich aufgrund der Phänotypen zweier Nullmutanten in E. coli identifiziert. 
Die Mutanten waren entweder nicht in der Lage bei erhöhter Temperatur  zu wachsen oder 
waren unfähig, fehlgefaltete Proteine im Periplasma zu degradieren. Später konnte gezeigt 
werden, dass bakterielles HtrA bei niedrigen Temperaturen als molekulares Chaperon 
fungiert und bei hohen Temperaturen Serinproteaseaktivität zur Degradation fehlgefalteter 
Proteine besitzt (Spiess, Beil & Ehrmann 1999). 
1.9.1 Die humanen HtrAs 
Die vier humanen Mitglieder der HtrA-Familie sind HtrA1, HtrA2, HtrA3 und HtrA4. Sie 
können anhand ihrer Domänenstruktur in zwei Gruppen eingeteilt werden. HtrA2 verfügt über 
einen Transmembrananker und große Bereiche des N-Terminus können entfernt werden. 
Die N-Termini von HtrA1, HtrA3 und HtrA4 besitzen eine Signalsequenz, eine IGFBP-
Domäne und eine Proteaseinhibitordomäne (Clausen, Southan & Ehrmann 2002). HtrA1, 2 
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und 3 sind inzwischen gut untersucht und sollen im Folgenden diskutiert werden. HtrA4 
hingegen ist kaum charakterisiert. 
1.9.2 HtrA1 
HtrA1 wurde ursprünglich als in SV40-transfomierten Fibroblasten herunter reguliertes Gen 
identifiziert (Zumbrunn, Trueb 1996). Die HtrA1-Expression ist außerdem in 
Ovarialkarzinomen (Shridhar et al. 2002), Endometrialkarzinomen (Bowden et al. 2006), 
Melanomen (Baldi et al. 2002) und Mesotheliomen (Baldi et al. 2008) signifikant herunter 
reguliert. Die Überexpression von HtrA1 inhibiert die Zellproliferation in vivo und in vitro. 
Diese Ergebnisse implizieren eine Tumorsuppressorfunktion für HtrA1. Der Mechanismus, 
der für die Herunterregulation von HtrA1 in Tumorgewebe verantwortlich ist, ist noch 
unbekannt.  
HtrA1 ist außerdem für Tumorpatienten von Bedeutung, die eine Chemoresistenz 
ausgebildet haben. Die verminderte HtrA1-Expression in Tumorgewebe kann die 
chemotherapeutische Cytotoxizität dahingehend modulieren, dass die Sensitivität gegenüber 
Cisplatin und Paclitaxel attenuiert ist. HtrA1 stellt dementsprechend potentiell einen 
prognostischen Faktor für den Erfolg einer Chemotherapie in Krebspatienten dar (Chien et 
al. 2006).  
HtrA1 ist auch für andere Erkrankungen, wie z.B. für die Pathologie der Arthritis relevant, da 
es zur Degradation des Knorpels beiträgt. Durch massenspektrometrische Analyse von 
Synovialflüssigkeit konnte Fibronectin als potentielles HtrA1-Substrat identifiziert werden. Die 
Behandlung synovialer Fibroblasten mit HtrA1 oder Fibronectin-Abbauprodukten führt zur 
spezifischen Induktion von MMP1 und MMP3, was eine Beteiligung von HtrA1 bei der 
Zerstörung der ECM nahelegt (Grau et al. 2006). Da HtrA1 verschiedene APP-Fragmente 
wie Aβ proteolysieren kann, ist HtrA1 möglicherweise für die Alzheimersche Erkrankung von 
Bedeutung (Grau et al. 2005).  
Das Vorhandensein eines single nucleotide polymorphisms (SNPs) in der Promotorregion 
des HtrA1-Gens (rs11200638) geht außerdem mit einem stark erhöhten Risiko, an 
altersbedingter Makuladegeneration (AMD) zu erkranken (Dewan et al. 2006, Yang et al. 
2006), einher. Das Risikoallel ist mit einer erhöhten mRNA- und Proteinexpression von HtrA1 
(Yang et al. 2006) assoziiert. Bisher ist noch nicht bekannt, ob dieser SNP auch für andere 
Erkrankungen relevant ist. 
Es gibt mehrere Hinweise darauf, dass HtrA1 am TGF-β-Signalweg beteiligt ist. Das 
Expressionsprofil von HtrA1 während der murinen Embryonalentwicklung beschränkt sich 
auf Gewebe, deren Differenzierung stark vom TGF-β-Signalweg abhängig ist. HtrA1 ist 
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außerdem in der Lage an verschiedene TGF-β-Proteine, wie z.B. Bmp4, Gdf5 oder Activin zu 
binden und die Signalverarbeitung, vermutlich durch Hemmung der Rezeptoraktivierung, zu 
inhibieren (Oka et al. 2004). Ferner wurden erst kürzlich in genetischen Untersuchungen von 
Patienten, die an CARASIL (Cerebral Autosomal Recessive Arteriopathy with Subcortical 
Infarcts and Leukoencephalopathy) leiden, Mutationen des HtrA1-Gens identifiziert, die zur 
Synthese von Proteinprodukten mit einer geringen Proteaseaktivität, die nicht mehr in der 
Lage sind die TGF-β-Signalverarbeitung zu inhibieren, führen (Hara et al. 2009). Diese 
Erkenntnis unterstützt die Vermutung, dass HtrA1 in die TGF-β vermittelte 
Signalweiterleitung involviert ist. 
Während der Schwangerschaft ist die Expression von HtrA1 dynamisch reguliert. Im ersten 
Trimester ist die Expression sehr niedrig und steigt im dritten Trimester stark an. Das 
Expressionsmuster von HtrA1 in der humanen Plazenta impliziert, das die Protease für die 
Entwicklung und die Funktion der Plazenta von Bedeutung ist. Aufgrund der subzellulären 
Lokalisation kann außerdem postuliert werden, dass HtrA1 Angriffspunkte, wie z.B. 
intrazelluläre Wachstumsfaktoren und ECM-Proteine, die die korrekte Bildung und Funktion 
der Plazenta steuern, hat (De Luca et al. 2004). 
1.9.3 HtrA2 
HtrA2 ist eine mitochondriale Protease und spielt potentiell eine Rolle für die Regulation der 
Apoptose. HtrA2 wird als Proenzym exprimiert, das in den mitochondrialen 
Intermembranraum transportiert wird (Hegde et al. 2002, Martins 2002). Über einen 
Transmembrananker heftet sich das HtrA2-Proenzym an die mitochondriale Innenmembran, 
wo es einen proteolytischen Reifeprozess durchläuft. Das vollständig prozessierte Protein 
exponiert ein N-terminales inhibitor of apoptosis binding motif (IBM). DNA-Schäden, die 
Aktivierung des death-Rezeptors und andere apoptotische Stimuli verursachen die 
Translokation der reifen Protease in das Cytosol, wo sie über Caspase-abhängige und 
-unabhängige Mechanismen zur Apoptose beiträgt. Zu den HtrA2-Substraten gehören neben 
anderen Proteinen, die in die Regulation der Apoptose involviert sind, u.a. das an das IBM 
gebundene inhibitor of apoptosis proteins (IAPs) (Suzuki et al. 2004, Hegde et al. 2002, 
Martins 2002). 
HtrA2 spielt außerdem eine Rolle für neurodegenerative Erkrankungen. Zwei single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) innerhalb des HtrA2-Gens, die jeweils eine missense-
Mutation verursachen (A141S und G399S) sind mit der Entwicklung der Parkinsonschen 
Krankheit assoziiert (Strauss et al. 2005).  
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In vitro-Studien haben gezeigt, dass HtrA2 mit Presenilin-1 interagiert und APP spalten kann. 
Die Ergebnisse müssen in vivo genauer untersucht werden, um eine mögliche Beteiligung 
von HtrA2 in der Alzheimerschen Krankheit zu klären (Gupta et al. 2004, Park et al. 2006). 
HtrA2 ist bisher die einzige humane HtrA-Protease, deren Kristallstruktur bekannt ist. Die 
Protease bildet ein pyramidenförmiges Homotrimer, wobei die Homotrimerisierung 
ausschließlich durch die Proteasedomänen vermittelt wird. Die Bildung des Trimers ist für die 
Ausbildung der proteolytischen Funktion von HtrA2 notwendig (Li et al. 2002). 
1.9.4 HtrA3 
HtrA3 weist eine starke Homologie zu HtrA1 auf. Aufgrund der strukturellen Homologie von 
HtrA3 und HtrA1 wird vermutet, dass beide Proteasen ähnliche Funktion besitzen. Das 
Expressionsprofil von HtrA3 in embryonalem Mausgewebe ähnelt in den meisten Organen 
dem von HtrA1 und beschränkt sich auf Gewebe, deren Differenzierung stark vom TGF-β-
Signalweg abhängig ist (Oka et al. 2004). HtrA3 bindet, ähnlich wie HtrA1, an verschiedene 
TGF-β-Proteine und inhibiert die Signalverarbeitung von BMP-4, -2 und TGF-β1. HtrA3 ist 
wie HtrA1 in der Lage β-Casein und einige ECM-Proteoglycane abzubauen (Tocharus et al. 
2004). Aufgrund der ähnlichen Expressionsmuster von HtrA1 und HtrA3 in embryonalem 
Mausgewebe und der Tatsache, dass beide Proteasen in der Lage sind β-Casein und ECM-
Proteoglycane abzubauen (Oka et al. 2004) wird eine überlappende biologische Funktion der 
beiden Proteasen in bestimmten Gewebearten postuliert (Tocharus et al. 2004).  
Die Analyse der Expression von HtrA3 in verschiedenen Geweben hat Hinweise auf die 
funktionelle Bedeutung der Protease gegeben. Die HtrA3-Expression ist beispielsweise 
während der Entwicklung der murinen und humanen Plazenta stark hoch reguliert. Die 
physiologische Rolle der HtrA3-Expression während der Plazentation ist jedoch noch 
unbekannt (Nie et al. 2006). Neuere Untersuchungen zur Expression von HtrA3 in den 
Ovarien von Ratten haben gezeigt, dass HtrA3 eine wichtige Rolle bei der 
Ovarialentwicklung, der Differenzierung der Granulosazellen und der Luteinisation spielt 
(Bowden et al. 2009). Eine sinkende Expression der HtrA3 mRNA-Expression ist bei 
Fortschreiten von Endometrialkrebs zu beobachten (Bowden et al. 2006). Möglicherweise ist 
die verminderte HtrA3-Expression für die Entstehung von Krebs von Bedeutung. 
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2 Ziel der Arbeit 
Im Rahmen dieser Arbeit soll der Mechanismus, der für die Herunterregulation von HtrA1 in 
Tumorgewebe verantwortlich ist, identifiziert werden. Zunächst sollen dazu Krebszelllinien 
mit epigenetischen Pharmazeutika, die das globale epigenetische Muster innerhalb der Zelle 
verändern, behandelt und der Effekt dieser Behandlung auf die HtrA1-Expression hin 
untersucht werden. Weiterhin soll die HtrA1-Promotorregion hinsichtlich des Vorhandenseins 
einer CpG island und der Bedeutung der DNA-Methylierung für die 
Genexpressionsregulation analysiert werden. Diese Analysen sollen sowohl mit genomischer 
DNA aus Krebszelllinien, als auch mit DNA aus den Polypen von APCMin/+-Mäusen 
durchgeführt werden, um eine mögliche Beteiligung von HtrA1 bei der Entstehung des 
Kolorektalkarzinoms zu analysieren.  
Microarray-Untersuchungen der cDNA aus MBD2-/--Mäusen, die in der Arbeitsgruppe von 
Prof. Dr. Alan Clarke, Universität Cardiff durchgeführt wurden, haben ergeben, dass die 
HtrA1-Expression in diesen Mäusen hoch reguliert ist. Demnach ist HtrA1 ein potentielles 
Ziel von MBD2. Um diese Hypothese zu testen, soll die MBD2-Expression in Krebszelllinien 
mittels shRNA supprimiert und der Einfluss der MBD2-Suppression auf die HtrA1-Expression 
untersucht werden.  
Außerdem soll analysiert werden, ob rekombinant hergestelltes MBD2b in der Lage ist in 
vitro an DNA zu binden, die einem Ausschnitt des HtrA1-Promotors entspricht. Weiterhin soll 
getestet werden, ob HtrA1 MBD2 proteolysieren kann.  
Ferner soll in Krebszelllinien die Expression von HtrA1 durch viralen Gentransfer 
wiederhergestellt werden und der Effekt der HtrA1-Rekonstitution auf zelluläre Prozesse wie 
die Apoptose-Induktion und die Zellmigration untersucht werden. Außerdem soll die 
subzelluläre Lokalisation von HtrA1 nach Re-Expression bestimmt werden. Mit Hilfe der 
Zelllinien soll außerdem das tumorigene Potential von HtrA1 in vivo untersucht werden, 
indem die Zellen subkutan in Nacktmäuse injiziert werden und das Tumorwachstum 
beobachtet wird.  
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Bakterienstämme 
Tabelle 3.1: Verwendete Bakterienstämme 
E. coli Stamm Genotyp Herkunft 
DH5α F-, supE44, ∆lacU169, 
[Φ80lacZ∆M15], hsdR17, recA1, 
endA1, gyrA96, thi-1, (res-, 
mod+), deoR  
(Hanahan 1983) 
One Shot® Chemically 
Competent E. coli  
F- mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
f80lacZDM15 DlacX74 deoR 
recA1 araD139 D(ara-leu)7697 
galU galK rpsL (StrR) endA1 
nupG  
(Invitrogen) 
BL21 (DE3) Codon Plus ompT, hsdS(rB-,mB-), 
gal(cIts857, ind1, Sam7, nin5, 
lacUV5-T7gene1),dcm (D3) 
(Studier, Moffatt 1986) 
 
3.1.2 Nährmedien 
NZA Medium (1 l)                    
10 g NZ-Amin 
5 g Hefe-Extrakt 
5 g NaCl 
 
NZA-Agar 
15 g Agar 
ad 1 l NZA-Medium 
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3.1.3 Antibiotika 
Tabelle 3.2: Verwendete Antibiotika 






3.1.4 Eukaryotische Zelllinien 
Tabelle 3.3: Verwendete eukaryotische Zelllinien 
Zelllinie Beschreibung Referenz 
HCT116 Humane epitheliale Kolorektalkarzinomzelllinie, 
adhärent 
(Brattain et al. 1981) 
SW480 Humane epitheliale Kolorektalkarzinomzelllinie, 
adhärent 
(Leibovitz et al. 1976) 
SW620 Humane epitheliale Zelllinie aus der 
Lymphknotenmetastase eines Kolorektal-
karzinoms, adhärent 
(Leibovitz et al. 1976) 
U-373MG Humane epithel-ähnliche Glioblastom 
Astrocytom-Zelllinie, adhärent 
(Ponten, Macintyre 1968) 
293T Adenoviral transformierte humane embryonische 
Nieren-Epithelzelllinie mit integriertem 
temperatursensitiven SV40 large T antigen, 
adhärent 
(Graham et al. 1977) 
 
3.1.5 Zellkulturmedien und Zusätze 
Dulbecco‟s Modified Eagle Medium (DMEM) 
Trypsin/EDTA 
Fötales Kälberserum (FCS) 
Penicillin/Streptomycin (10000 Units/ml PenicillinG, 10000 µg/ml Streptomycinsulfat) 
 
Alle Zellkulturmedien und Zusätze wurden von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. 
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3.1.6 Puffer und Lösungen 
Acrylamid 





1,5 mM Tris-HCl, pH 8,8 
0,4% (w/v) SDS 
 
4x SDS-Probenpuffer 
0,2 M Tris-HCl, pH 6,8 
8% (w/v) SDS 
40% (v/v) Glycerin 
0,04% (w/v) Bromphenolblau 
30 mM DTT 
 
10x SDS-PAGE-Elektrophoresepuffer 
333 mM Tris-HCl 
1% (w/v) SDS 
1,92 M Glycin 
 
SDS-Sammelgelpuffer 
0,5 mM Tris-HCl, pH 6,8 
0,4% (w/v) SDS 
 
Coomassie-Puffer I 
25% (v/v) Isopropanol  
10% (v/v) Acetat 
0,05% (w/v) Coomassie R250 
Coomassie-Puffer II 
10% (v/v) Isopropanol  
10% (v/v) Acetat 
0,005% (w/v) Coomassie R250 
 
Coomassie-Puffer III 
10% (v/v) Acetat 
0,002% (w/v) Coomassie R250 
 
Dialysepuffer 





50 mM Tris 
5 mM MgCl2 
150 mM NaCl 





50 mM NaH2PO4, pH 7,5 




50 mM NaH2PO4, pH 7,5 
1 M NaCl 
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Reaktionspuffer 
50 mM Tris 
5 mM MgCl2 
pH 7,5 
EMSA-Bindepuffer 
50 mM Tris 
5 mM MgCl2 




50 mM EDTA 




50 mM Tris 
5 mM MgCl2 






30% (v/v) Glycin 
0,25% (w/v) Bromphenolblau 
0,025% (w/v) Xylencyanol 
 
Alle Puffer und Lösungen werden in Aqua bidest. angesetzt. 
 
3.1.7 Antikörper und Farbstoffe 
Tabelle 3.4: Verwendete Antikörper und Farbstoffe 
Bezeichnung Organismus, Typ Firma 
anti-human HtrA1 Maus, monoklonal R&D Systems, Wiesbaden 
Ziege anti-Maus IgG Alexa Fluor® 488  Invitrogen, Karlsruhe 
F-Actin Phalloidin TRITC Invitrogen, Karlsruhe 
Nucleus DAPI Invitrogen, Karlsruhe 
 
 
Material und Methoden      42 
3.1.8 Biochemikalien und Chemikalien 
3.1.8.1 Chemikalien 
Die für die Puffer und Lösungen verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-
Aldrich (München), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), Roth (Karlsruhe) und Invitrogen 
(Karlsruhe) bezogen. 
 
3.1.8.2 Proteine und Enzyme 
 
Tabelle 3.5: Verwendete Proteine und Enzyme 
Protein/Enzym Herkunft 
BSA (Rinderserumalbumin) Sigma-Aldrich, München 
DNAseI Sigma-Aldrich, München 
Pfu Ultra High-Fidelity DNA Polymerase Stratagene, La Jolla, CA, USA 
Phusion High Fidelity Polymerase Finnzymes, NEB, Ipswich, MA, USA 
Restriktionsendonucleasen NEB, Ipswich, MA, USA 
 
3.1.8.3 Protein- und Nucleinsäurestandards 
 
Tabelle 3.6: Verwendete Protein- und Nucleinsäurestandards 
Standard Herkunft 
FPLC Gelfiltration LMW&HMW Standard Bio-Rad, München 
BSA (Rinderserumalbumin) Sigma-Aldrich, München 
Prestained SDS-PAGE Standard Bio-Rad, München 
Unstained SDS-PAGE Standard Bio-Rad, München 
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3.1.8.4 Substanzen aus Compound-Bibliothek 
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Alle aufgelisteten Substanzen wurden aus der Compound-Bibliothek der Firma Vitas-M 
Laboratory, Moskau, Russland bezogen. 
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3.1.9 Vektoren und Plasmide 
Tabelle 3.7: Verwendete Plasmide 
Plasmid Beschreibung 
MP71-iGFP retroviraler Vektor mit GFP-Insert1 
p50-MX-neo retroviraler Vektor1 
p50 Htr1 retroviraler Vektor mit HtrA12 
pCMVΔR8.2 Hilfsvektor gag/pol für Lentiviren1 
pCR2.1-TOPO Klonierungsvektor für TOPO TA-Klonierungen3 
pET15_MBD_MBD2b pET15 mit der MBD von MBD2b6 
pET30MeCP2 pET30 mit MeCP24 
pET28MBD2b pET28 mit MBD2b5 
pHIT60 Hilfsvektor gag/pol für Lentiviren1 
pHITG Hilfsvektor VSV-G env zur Pseudotypisierung von 
Retro- und Lentiviren1 
pLKO1.puro lentiviraler Vektor1 
pLKO1.shMBD2b lentiviraler Vektor mit shMBD2b6 
pLKO1.shMBD2c lentiviraler Vektor mit shMBD2c6 
pLKO1.nonsenseRNA lentiviraler Vektor mit nonsense RNA6 




                                               
1
 Freundlicherweise von Prof. Stephan Hahn, Zentrum für Klinische Forschung, Ruhr-Universität Bochum, zur 
Verfügung gestellt 
2
 Plasmid wurde von Nina Schmidt, Zentrum für Medizinische Biotechnologie, Universität Duisburg-Essen 
hergestellt. 
3
 Bestandteil des TOPO TA-Cloning Kits der Firma, Invitrogen, Karlsruhe 
4
 Freundlicherweise von Prof. Alan Clarke, School of Biosciences, Universität von Cardiff, zur Verfügung gestellt 
5
 Freundlicherweise von Prof. Adrian Bird, Wellcome Centre for Cell Biology, Universität von Edinburgh, zur 
Verfügung gestellt 
6
 Plasmid wurde im Rahmen dieser Arbeit hergestellt 
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3.1.10 Komplettsysteme 
Tabelle 3.8: Verwendete Komplettsysteme 
Komplettsystem Hersteller 
Cell Death Detection ELISAPLUS Roche, Mannheim 
EpiTect Bisulfite Kit Qiagen, Hilden 
Nucleobond Xtra Maxi Macherey-Nagel, Düren 
NucleoSpin
 
RNA II Macherey-Nagel, Düren 
Rapid DNA Ligation Kit Roche, Mannheim 
TOPO TA Cloning Invitrogen, Karlsruhe 
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden 
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden 
QIAprep Spin PCR Purification Kit Qiagen, Hilden 
QIA Spin Gel Extraktion Kit Qiagen, Hilden 
QPCR SYBR Green Mix Thermo Scientific, Waltham MA, USA 
Verso cDNA Kit Thermo Scientific, Waltham MA, USA 
 
3.1.11 Oligonucleotide 
Alle Oligonucleotide wurden von der Firma Sigma-Aldrich (München) bezogen. 
3.1.11.1 Oligonucleotide für QPCR 
 
Tabelle 3.9: Verwendete QPCR-Oligonucleotide 
Name Nucleotidsequenz (5’- 3’) 
mouse β-Actin forward GATTACTGCTCTGGCTCCTAG 
mouse β-Actin reverse ACTCATCGTACTCCTGCTTGC 
human GAPDH forward GCTTGTCATCAATGGAAATCCC 
human GAPDH reverse AGCCTTCTCCATGGTGG 
human HtrA1 forward GCAACTCAGACATGGACTACATC 
human HtrA1 reverse GTGTTAATTCCAATCACTTCACCG 
mouse HtrA1 forward GTGCTCTCTGGGGCATATATC 
mouse HtrA1 reverse ATGACATCGCTGACGTCATTG 
human MBD1 forward TCGAGTCAGCTCAACTTTGC 
human MBD1 reverse AAGTCTTTCGCAAGTCAGGG 
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human MBD2 forward AACCCTGCTGTTTGGCTTAAC 
human MBD2 reverse CGTACTTGCXTGTACTCGCTCTTC 
human MeCP2 forward TTGAGGGGTTTGTCCTTGAG 
human MeCP2 reverse CAGCTCCAACAGGATTCCAT 
human Rib.-Prot. forward GGTGGTCGTACGCTGTG 
human Rib-Prot. reverse GGTCCGCCAGAAGATGC 
human PPIA forward CAAATGCTGGACCCAACACA 
human PPIA reverse CTTGCTGGTCTTGCCATTCC 
 
3.1.11.2 Oligonucleotide für Gelretentionsanalyse (EMSA) 
 
Tabelle 3.10: Verwendete EMSA-Oligonucleotide 
Name Nucleotidsequenz (5’- 3’) 
HtrA1 Promotor methylated forward CTCAG5-Methyl-dCGAGAGA 
HtrA1 Promotor methylated reverse TCTCT5-Methyl-dCGCTGAG 
HtrA1 Promotor unmethylated forward CTCAGCGAGAGA 
HtrA1 Promotor unmethylated reverse TCTCTCGCTGAG 
EMSA control methylated forward GTATC5-Methyl-dCGGATAC7 
EMSA control methylated reverse GTATC5-Methyl-dCGGATAC7 
EMSA control unmethylated forward GTATCCGGATAC7 
EMSA control unmethylated reverse GTATCCGGATAC7 
 
3.1.11.3 Oligonucleotide für Bisulfit-Sequenzierungs-PCR (BSP) 
 
Tabelle 3.11: Verwendete Oligonucleotide für Bisulfit-Sequenzierungs-PCR (BSP) 
Name Nucleotidsequenz (5’- 3’) 
human HtrA1_BSP_259_forward TGTAGTGYGTGGTGTTTTT 
human HtrA1-BSP_259_reverse AAATTACCCTAACCACCCC 
human HtrA1_BSP_-462_forward GATTTGTAGGAATTTTTTTYGG 
human HTRA1 BSP_-462_reverse ACCCAACCCATTAACCTC 
mouse HTRA1_BSP_forward GAATTTTAGAATGAGAAATTGAGTTAGT 
mouse HTRA1_BSP_reverse CAACAACAATAACAAAAACAAAAAC 
                                               
7
 übernommen aus (Ohki et al. 1999) 
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3.1.11.4 Oligonucleotide für Klonierungen  
 
Tabelle 3.12: Verwendete Oligonucleotide für Klonierungen 
Name Nucleotidsequenz (5’- 3’) 
pET15 MBD MBD2 forward GGAATTCCATATGAGCGCGGGGCCGGGG
CC 
pET 15 MBD MBD2 reverse CGCGGATCCTAATTTACTAGGCATCATCT
TTCCAGTTC 
pLKO1.puro shMBD2b forward CCGGGGAAGTGATCCGAAAATCTTTCTCG
AGAAA 
pLKO1.puro shMBD2b reverse AATTAAAAAGGAAGTGATCCGAAAATCTTT
CTCGAGAAAGA 
pLKO1.puro shMBD2c forward CCGGGAGCGATGTCTACTACTTCCTCGA
GGAAGTAGTAGACATCGCTCTTTTTG 
pLKO1.puro shMBD2c reverse AATTCAAAAAGAGCGATGTCTACTACTTC
CTCGAGGAAGTAGTAGACATCGCTC 
pLKO1.puro nonsense RNA forward CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACTC
GAGTTGGTGCTCTTCATCTTGTTGTTTTTG 




Dialysemembran ZelluTrans T1 Roth, Karlsruhe 
CryoTube Vials Greiner Bio-One, Frickenhausen 
ELISA-Vertiefungsplatte 
BD FalconTM Zellkultureinsätze  
Deckgläser 
Greiner Bio-One, Frickenhausen 
BD Biosciences, Heidelberg 
Menzel-Gläser, Braunschweig 
Gewebekulturflaschen T25 und T75 Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Gewebekulturschale 10 cm und 14,5 cm 
Objektträger 
Protino® Ni-TED 2000 
SFCA bottle top filters 500 ml, 0,2 µM 
 
Sterilfilter 0,45 µM Supor Membran 
Vivaspin 15R, 5 kDa-100 kDa 
Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Menzel-Gläser, Braunschweig 
Macherey-Nagel, Düren 
Nalgene Labware, Thermo Fisher 
Scientific, NY, USA 
PALL; East Hills, NY, USA 
GE Healthcare, München 
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3.1.13 Geräte 
Absaugpumpe Typ N811KN.18 KNF Neuberger, Freiburg 
Autoklav 
Bioruptor 
BeliMed, Mühlheim am Inn 
Diagenode, Liège, Belgien 
CO2-Inkubator HEPA Class 100 Thermo Scientific, Waltham MA, USA 
DNA-Gelelektrophoresekammer peqlab, Erlangen 
Elektrophoreseapparatur Bio-Rad, München 
FPLC, BioLogic Duo Flow Bio-Rad, München 
Geldokumentation Intas, Göttingen 
Horizontalschüttler Grant Böckler, Cambridge, GB 
Inkubationsschüttler Innova 44 
ITC VP-ITC Calorimeter 
New Brunswick, New Jersey, USA 
Microcal, Wolverton Mill, UK 
Konfokales-Mikroskop (TCS-SP5) Leica Microsysstems, Wetzlar 
Magnetenrührer RH basic 2 IKA, Staufen 
M-100L Microfluidizer Processor Microfluidics, Newton, USA 
Neubauerzählkammer Hecht-Assistent, Sondheim 
PAGE-Kammer Mini Trans-Blot Cell BioRad, München 
PCR-Gerät PCR-Gerät Personal Biometra, Göttingen 
Pipetten Eppendorf Research Eppendorf, Hamburg 
pH-Meter Schott, Mainz 
qRT-PCR Gerät Rotor-Gene 3000 Corbett Research, Cambridge, GB 
Sicherheitswerkbank HERA safe, HS12 Heraeus, Hanau 
Spectrometer Genios Pro Tecan, Crailsheim 
Spektralphotometer Smart Spec Plus Bio-Rad, München 
Standzentrifuge Avanti J-E Beckman Coulter GmbH, Krefeld 
Thermomixer comfort 
Thermovac sample degasser 
Eppendorf, Hamburg 
Microcal, Wolverton Mill, UK 
Tischzentrifuge Centrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg 
UV-Transilluminator Gel Imager Intas, Göttingen 
Waagen Kern, Balingen-Frommern 
Western-Blot Apparaturen Bio-Rad, München 
Zentrifuge: Biofuge fresco Heraeus, Hanau 
Zentrifuge: Optima LE-80K  Beckman Coulter GmbH, Krefeld 
 
Alle nicht aufgeführten Geräte entsprechen den üblichen Laborstandards. 
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3.1.14 Software 




(Bock et al. 2005) 
(Rice, Longden & Bleasby 2000) 
rsbweb.nih.gov/ij/index.html 
Leica Software Leica Microsystems, Wetzlar 
Office 2007 
Origin7 
Microsoft Corporation, Redmond, USA 





Adobe System Inc, San Jose, USA 
(Marshall 2004) 
RefWorks-COS, Bethesda, USA 
Corbett Research, Qiagen, Hilden 
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3.2 Methoden  
3.2.1 Molekularbiologische Methoden 
3.2.1.1 Polymerase-Kettenreaktion 
Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion können DNA-Fragmente von einem DNA-Stück, das 
als Matrize (Template) dient, amplifiziert werden. Für die Reaktion werden zwei 
Oligonucleotide als Primer, die die zu amplifizierende Sequenz flankieren und zu je einem 
kurzen Abschnitt der beiden DNA-Stränge komplementär sind, und eine hitzestabile DNA-
Polymerase, die ausgehend von den Primern die Synthese der DNA katalysiert, verwendet. 
Die Reaktion basiert auf der Trennung des Templates durch Hitzedenaturierung 
(Denaturing), gefolgt von der Anlagerung der Primer an die Einzelstränge (Annealing). In der 
dritten Phase der Reaktion katalysiert die DNA-Polymerase die Verlängerung der Primer 
durch Anhängen von dNTPs (Elongation). Für die Amplifikation eines DNA-Fragments wird 
dieser dreiphasige Zyklus 30 bis 40-mal wiederholt (Mullis et al. 1992). 
Der PCR-Ansatz wird folgendermaßen pipettiert: 
 
Tabelle 3.13: Pipettierschema für eine PCR-Reaktion 
Volumen [µl] Komponente 
10 5x Phusion Puffer 
1 dNTPs (jeweils 10 mM) 
2,5 Primer forward (10 µM) 
2,5 Primer reverse (10 µM) 
0,5 Phusion-Polymerase (5 U/µl) 
50-200 ng Template 
ad 50 µl H2O 
 
Bei jeder PCR-Reaktion wir eine Wasserkontrolle mitgeführt. Die PCR-Reaktion erfolgt auf 
einem PCR-Gerät mit folgendem Programm: 
 
1. 98°C  2 min 
2. 98°C  10 s 
3. 55°C-60°C 20 s 
4. 72°C  45 s 
5. 72°C  10 min 
 
35 Zyklen 
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Der Erfolg der PCR-Reaktion wird mittels Agarose-Gelelektrophorese (3.2.1.3) überprüft.  
3.2.1.2 Spaltung von DNA mit Hilfe von Restriktionsendonucleasen 
Restriktionsendonucleasen ermöglichen die gezielte Spaltung doppelsträngiger DNA für 
analytische oder präparative Zwecke. Sie erkennen spezifische palindrome Sequenzen auf 
der DNA und katalysieren die hydrolytische Spaltung der DNA meist innerhalb der 
Erkennungssequenz. Die Restriktionsendonucleasen werden entsprechend der Hersteller-
angaben verwendet. Nach der Reaktion werden die Reaktionsprodukte durch Agarose-
Gelelektrophorese (3.2.1.3) getrennt und analysiert. 
3.2.1.3 Agarose-Gelelektrophorese 
DNA-Fragmente können mit Hilfe der horizontalen Agarose-Gelelektrophorese anhand ihrer 
Größe getrennt werden. Aufgrund der negativen Ladung ihrer Phosphatgruppen wandert 
DNA in einem Spannungsfeld Richtung Anode. Wegen des Molekularsiebeffekts des 
Agarose-Gels, das ein Polymer aus verschieden verknüpften Galactoseinheiten darstellt, ist 
die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA anhängig von Größe und Konformation der 
Moleküle. 
Durch Vergleich mit einer bekannten Menge eines DNA-Längenstandards können Größe 
und Menge der getrennten DNA-Fragmente abgeschätzt werden. Um die DNA sichtbar zu 
machen, wird sie mit Ethidiumbromid, einem in die DNA interkalierenden organischen 
Farbstoff, angefärbt. Der interkalierte Farbstoff kann durch UV-Licht (254-366 nm) angeregt 
werden. In diesem Zustand emittiert Ethidiumbromid Licht im orange-roten 
Wellenlängenbereich (590 nm). In Abhängigkeit von der Größe der eingesetzten DNA 
werden 1-2% Agarose in TAE-Puffer aufgekocht und gelöst. Nach Abkühlen der Lösung auf 
etwa 50°C und Zufügen von 1,5 μl Ethidiumbromid (1%), wird die Lösung gemischt und in die 
Gelapparatur gegossen. Das ausgehärtete Gel wird mit 1x-TAE-Puffer überschichtet. Die mit 
DNA-Probenpuffer versetzten DNA-Proben und der DNA-Längenstandard werden dann auf 
das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgt bei 120 V. Das Gel wird anschließend mit 
dem UV-Transilluminator dokumentiert. Gegebenenfalls werden die gewünschten DNA-
Banden mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten, um die DNA für präparative Zwecke aus 
dem Gel zu isolieren (3.2.1.4). 
3.2.1.4 Isolierung von DNA aus Agarosegelen 
Mit Hilfe eines Transilluminators werden die durch Agarose-Gelelektrophorese getrennten 
DNA-Banden sichtbar gemacht. Die gewünschte Bande kann dann mit Hilfe eines Skalpells 
aus dem Gel ausgeschnitten werden. Für die Extraktion der DNA aus dem Gelstück wird das 
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QIAquick Gel Extraction Kit verwendet. Die Isolierung erfolgt gemäß den Angaben des 
Herstellers. Die DNA wird in 20-50 μl ddH2O eluiert. 
3.2.1.5 Konzentrationsbestimmung von DNA 
Die Konzentration von DNA und RNA kann aus der Extinktion der Nucleinsäurelösung bei 
260 nm, wo das Absorptionsmaximum der Nucleinsäuren liegt (OD260), berechnet werden. 
Das Lösungsmittel der Nucleinsäure dient dabei als Referenz. Eine Extinktion von 1 bei einer 
Schichtdicke der Küvette von 1 cm entspricht einer Konzentration von 50 μg/μl  
doppelsträngiger DNA. 
Der Quotient aus den Absorptionsmaxima bei 260 nm und 280 nm kann als Maß für die 
Qualität der Nucleinsäure herangezogen werden. Der Quotient liegt bei hochwertigen 
Nucleinsäuren zwischen 1,8 und 2,0. 
3.2.1.6 Ligation 
Für die Verknüpfung von DNA-Fragmenten wird die T4-DNA-Ligase verwendet. Das Enzym 
katalysiert die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen der 3‟-Hydroxylgruppe und der 
5‟-Phosphodiestergruppe zweier DNA-Stücke. Diese Reaktion ermöglicht die Integration 
eines DNA-Fragments in einen Vektor. Die Vektor-DNA und das DNA-Fragment werden in 
einem molaren Verhältnis von 1:4 eingesetzt, wobei in jedem Reaktionsansatz 100 ng 
Vektor-DNA eingesetzt. werden. Die Reaktion wird entsprechend den Angaben des 
Herstellers durchgeführt.  
Um die Reaktionseffizienz zu kontrollieren werden grundsätzlich zwei Kontrollansätze 
mitgeführt. Ein Kontrollansatz wird ohne Insert-DNA durchgeführt, der zweite Ansatz ohne 
Insert-DNA und ohne T4-DNA-Ligase. Die fehlenden Komponenten werden jeweils durch 
Zugabe des entsprechenden Volumens an ddH2O ersetzt. Die Reaktions- und 
Kontrollansätze werden für 5 min bei RT inkubiert und bis zur Transformation auf Eis 
aufbewahrt. 
3.2.1.7 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen 
Damit Bakterien Plasmid-DNA in ausreichendem Maß aufnehmen können, müssen diese 
kompetent gemacht werden (Methode modifiziert nach Chung et al., 1989). Dazu werden 
5 ml NZA-Medium mit einem Einzelklon beimpft und über Nacht bei 37°C inkubiert. Am 
nächsten Tag werden 50 ml NZA-Medium mit der Vorkultur beimpft, so dass eine OD600 von 
0,1 erreicht wird. Die Zellen werden bei 37°C auf einem Schüttler, bis zu einer OD600 von 0,5 
inkubiert, damit die Bakterien die log-Wachstumsphase erreichen. Anschließend wird die 
Kultur für 10-15 min auf Eis abgekühlt. Danach werden die Zellen bei 4°C für 15 min bei 
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4000 rpm pelletiert. Nach zweimaligem Waschen des Pellets mit 17 ml 10% Glycerin und mit 
4 ml 10% Glycerin werden die Zellen zu je 100 µl aliquotiert, in flüssigem Stickstoff 
eingefroren und bei -80°C bis zur Transformation gelagert. 
3.2.1.8 Transformation von chemisch kompetenten E. coli-Zellen 
Die chemisch kompetenten E. coli werden schonend auf Eis aufgetaut. Die Bakterien werden 
mit 2 µl des Ligationsansatzes (3.2.1.6) versetzt und für 30 min auf Eis inkubiert. Es folgen 
der Hitzeschock bei 42°C für 1 min und eine Inkubation für 5 min auf Eis. Anschließend 
werden 900 µl NZA-Medium zu den Bakterien gegeben, die für 1 h bei 37°C und 300 rpm 
inkubiert werden. Diese Inkubationsphase ermöglicht die Regeneration der Bakterien und die 
Ausbildung der mit dem Plasmid transformierten Antibiotika-Resistenz.  
200 µl des Ansatzes werden auf einer Agar-Platte, die das dem Antiobiotikaresistenzgen des 
Plasmids entsprechende Antibiotikum enthält, ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
3.2.1.9 Direkte Bakterien-Kolonie-PCR 
Die Selektion der bei der Transformation (3.2.1.8) erhaltenen positiven Klone erfolgt mit Hilfe 
einer PCR. Dafür werden von jedem Transformationsansatz Kolonien für die Untersuchung 
auf das Vorhandensein des korrekten Plasmids ausgewählt. Mit Hilfe eines sterilen 
Holzstäbchens werden einige Bakterien der Kolonien in 50 µl H2O überführt und für 10 min 
auf 95°C erhitzt. Nach einer Zentrifugation (13000 rpm, 5 min, RT) werden 5 µl des 
Überstands als Template für die PCR-Reaktion verwendet. 
 
Tabelle 3.14: PCR-Ansatz für die direkte Bakterien-Kolonie-PCR 
Volumen [µl] Komponente 
1,5 10x Thermo Pol-Puffer 
0,3 dNTP (jeweils 10 mM) 
0,5 Primer forward (10 µM) 
0,5 Primer reverse (10 µM) 
0,5 Taq-Polymerase 
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Die Reaktionsbedingungen werden folgendermaßen gewählt: 
 
1.   94°C 2 min 
2.   94°C 15 s 
3.   55°C 15 s 
4.   72°C 45 s 
5.   72°C 5 min 
 
Für die Analyse der PCR-Produkte wird je PCR-Ansatz ein Aliquot von 5 µl auf ein Agarose-
Gel (3.2.1.3) aufgetragen, um die positiven Klone zu identifizieren, die für die Plasmid-
Minipräparation (3.2.1.12) verwendet werden. 
3.2.1.10 Herstellung von Glycerindauerkulturen 
Um zu einem späteren Zeitpunkt Plasmid-Präparationen von den ausgewählten 
Bakterienklonen durchführen zu können, werden Glycerin-Dauerkulturen hergestellt. 
500 μl der ÜN-Bakterienkultur werden unter sterilen Bedingungen in ein Kryogefäß überführt 
und mit 500 μl Glycerin (88%) gemischt. Die Glycerindauerkulturen können bei −80°C 
gelagert und bei Bedarf für das Animpfen von Kulturen verwendet werden. Dazu werden mit 
Hilfe einer Impföse Bakterien aus dem Kryogefäß entnommen und in Medium mit dem 
entsprechenden Selektionsantibiotikum überführt. 
3.2.1.11 DNA-Sequenzierung  
Die hergestellten DNA-Konstrukte werden mit Hilfe der Kapillarsequenzierung auf mögliche 
Mutationen hin untersucht. Das verwendete Sequenzierungsverfahren beruht auf dem 
Kettenabbruchverfahren, einem kontrollierten Abbruch der Replikation (Sanger, Nicklen & 
Coulson 1977). Man benutzt dabei eine DNA-Polymerase, um die Sequenz einer 
Einzelstrang-DNA zu kopieren. Der Reaktion werden neben dNTPs auch geringe Mengen an 
fluoreszenzmarkierten ddNTPs hinzugefügt, die aufgrund der fehlenden 3‟-OH-Gruppe zu 
einem Abbruch der Strangsynthese führen. So entstehen Fragmente verschiedener Länge 
mit jeweils einem ddNTP am 3‟-Ende, die ihrer Länge nach aufgetrennt werden. Nach 
Trennung der Fragmente erfolgt die Detektion und Analyse der Syntheseprodukte mit Hilfe 
eines Laseranregungs-/Detektionssystems anhand der jeweiligen Fluoreszenzmarkierung. 
Die Sequenzierung rekombinanter Plasmide wurde bei der Firma GATC Biotech (Konstanz) 
durchgeführt.  
40 Zyklen 
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3.2.1.12 Plasmid-Minipräparation 
Nach Identifikation der positiven Klone mit Hilfe der direkten Bakterien-Kolonie-PCR (3.2.1.9) 
werden Plasmid-Minipräparationen angefertigt. Dafür wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit 
verwendet. Die Minipräparation erfolgt entsprechend den Angaben des Herstellers. Die 
Konzentration der hergestellten Plasmid-DNA-Lösung wird anschließend photometrisch 
bestimmt (3.2.1.5).  
3.2.1.13 Plasmid-Maxipräparation 
Die Plasmid-Maxipräparation erlaubt die Gewinnung größerer Mengen Plasmid-DNA. Für die 
Plasmid-Midipräparation werden die Klone verwendet, die in der Sequenzierreaktion 
(3.2.1.11) als mutationsfrei identifiziert werden konnten. Dazu werden pro Ansatz 100 ml LB-
Medium und das dem jeweiligen Plasmid entsprechende Selektionsantibiotikum in einem 
Erlenmeyerkolben vorgelegt. Das Medium wird dann mit Hilfe einer Impföse mit Bakterien 
der entsprechenden Glycerindauerkultur beimpft und über Nacht bei 37°C und 180 rpm im 
Schüttelinkubator kultiviert. Die ÜN-Kultur wird dann für die Plasmid-Maxipräparation, die mit 
Hilfe des NucleoBond Xtra Maxi Kits durchgeführt wird, verwendet. Die Maxipräparation 
erfolgt entsprechend den Angaben des Herstellers. Die Konzentration der hergestellten 
Plasmid-DNA-Lösung wird anschließend photometrisch bestimmt (3.2.1.5) 
3.2.1.14 Isolierung genomischer DNA 
Zur Isolierung genomischer DNA aus humanen Zelllinien wurde das QIAamp DNA Mini Kit 
entsprechend der Herstellerangaben verwendet. 
3.2.1.15 Bisulfit-Behandlung von DNA 
Für die Untersuchung des Methylierungsstatus von DNA wird die zu untersuchende DNA mit 
Natriumbisulfit behandelt. Diese Behandlung induziert in einzelsträngiger DNA die 
hydrolytische Desaminierung von unmethyliertem Cytosin zu Uracil. Methylierte Cytosine 
werden durch die Behandlung nicht verändert. Unmethylierte und methylierte DNA 
unterscheiden sich dementsprechend nach der Bisulfit-Behandlung hinsichtlich ihrer 
Sequenz (Frommer et al. 1992). 
Der kritische Schritt für die korrekte Bestimmung des Methylierungsmuster ist die 
vollständige Konversion der unmethylierten Cytosine. Dafür ist eine Inkubation der DNA bei 
hohen Bisulfit-Salzkonzentrationen (2,5 – 3 M), hohen Temperaturen (60°C bis 99°C) und 
einen niedrigen pH-Wert (pH 5) erforderlich. Da die Bisulfit-Behandlung das Vorhandensein 
von einzelsträngiger DNA erfordert, ist eine vollständige Denaturierung von entscheidender 
Bedeutung um potentielle Artefakte zu vermeiden.  
Material und Methoden      57 
Nach der Behandlung liegt die DNA als Einzelstrang vor und ist sehr anfällig für Degradation. 
Dementsprechend wird die Bisulfit-behandelte DNA bei -80°C aufbewahrt und es wird auf 
wiederholtes Auftauen und Einfrieren verzichtet.  
Die Bisulfit-Behandlung erfolgte mit dem EpiTect Bisulfite Kit entsprechend den Angaben des 
Herstellers. In die Reaktion wurden 500 ng bis 2 µg hochqualitative genomische DNA 
eingesetzt.  
3.2.1.16 Bisulfit-Sequenzierungs-PCR (BSP) 
Mit Hilfe der PCR und anschließender Sequenzierung kann Bisulfit-behandelte DNA 
hinsichtlich des Methylierungsmusters untersucht werden. Die PCR auf Bisulfite-behandelter 
DNA erfordert Primer, die Regionen überspannen, in denen kein Cytosin innerhalb eines 
Dinucleotids CpG vorhanden ist, um eine Amplifikation von methylierter und unmethylierter 
DNA zu ermöglichen. Weist die zu untersuchende Sequenz eine derart hohe Dichte des 
Dinucleotids CpG auf, dass es nicht möglich ist, einen ausreichend langen Primer zu 
gestalten ohne ein CpG zu überspannen, werden Primer mit degenerierten Basen 
verwendet.  
Außerdem ist bei der Gestaltung der Primer zu beachten, dass alle unmethylierten Cytosine 
nach der Bisulfit-Behandlung als Uracil vorliegen. 
Die PCR-Produkte werden in einen Vektor kloniert (3.2.1.17) und sequenziert (3.2.1.11), um 
methylierte und unmethylierte Cytosine in der ursprünglichen DNA-Sequenz zu identifizieren. 
Die Klonierung des PCR-Produkts und anschießende Sequenzierung eines Einzelklons 
liefert das Methylierungsmuster eines individuellen DNA-Moleküls. In der Sequenz 
erscheinen unmethylierte Cytosine als Thymin auf dem codierenden Strang und als Adenin 
auf dem nicht-codierenden Strang.  
 
Für die PCR-Reaktion wurde folgender Ansatz verwendet: 
 
Tabelle 3.15: PCR-Ansatz für eine BSP 
Volumen [µl] Komponente 
5  10xPuffer 
1 dNTP (jeweils 10 mM) 
2,5 Primer forward (10 µM) 
2,5 Primer reverse (10 µM) 
0,25 Taq-Polymerase 
0,5 – 2 µg genomische DNA 
ad 50 µl H2O 
Material und Methoden      58 
Für die Amplifikation von Bereichen innerhalb des humanen HtrA1-Promotors wird folgendes 
PCR-Programm verwendet: 
1.   95°C 15 min 
2.   94°C 1 min 
3.   60°C 1 min 
4.   68°C 1 min 
5.   68°C 10 min 
 
Für die PCR-Reaktion eines Bereichs innerhalb des murinen HtrA1-Promotors werden 
folgende PCR-Bedingungen gewählt: 
1.  95°C 15 min 
2.   94°C 1 min 
3.   55°C 1 min 
4.   72°C 1 min 
5.   72°C 10 min 
 
Die PCR-Produkte werden dann in den pCR2.1-TOPO-Vektor kloniert (3.2.1.17). 
3.2.1.17 TOPO TA-Klonierung 
Die TOPO TA-Klonierung ist eine hocheffiziente, einstufige Klonierungsstrategie, die das 
direkte Einbringen eines Taq-Polymerase-amplifizierten PCR-Produkts in einen Vektor 
ermöglicht. Der Vektor pCR2.1-TOPO liegt als linearisierter Vektor mit 3„-Thymidin 
Überhängen und kovalent gebundener Topoisomerase I vor. Das erlaubt die effiziente 
Ligation des PCR-Produkts in den Vektor in einer 5-minütigen Reaktion. Das TOPO TA 
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3.2.2 Zellbiologische Methoden 
Alle Zellkulturarbeiten werden mit sterilen Lösungen und Geräten in der Sterilbank 
durchgeführt. Die Zelllinien werden bei 37°C in wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 
10% CO2 im Inkubator kultiviert und in regelmäßigen Abständen auf Mycoplasmen-Infektion 
getestet. 
In Tabelle 3.16 sind die Kulturbedingungen der verwendeten Zelllinien beschrieben. 
 
Tabelle 3.16: Kulturbedingungen der verwendeten Zelllinien 
Zelllinie Beschreibung Passage Verdünnung 
HCT116 DMEM, 10 % FCS, 1% Pen./Strep. alle 2-3 Tage 1:12 
SW480 DMEM, 10 % FCS, 1% Pen./Strep. alle 3-4 Tage 1:7 
SW620 DMEM, 10 % FCS, 1% Pen./Strep. alle 2-3 Tage 1:10 
U-373MG DMEM, 10 % FCS, 1% Pen./Strep alle 3-4 Tage 1:5 
293T DMEM, 10 % FCS, 1% Pen./Strep alle 2-3 Tage 1:10 
 
3.2.2.1 Auftauen von Zellen 
Die in flüssigem Stickstoff gelagerten Kryokulturen werden auf Eis transportiert und zügig 
unter Schwenken im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Die Zellsuspension wird zunächst in 
3 ml Medium aufgenommen, um einen osmotischen Schock zu verhindern. Nach etwa 1 min 
werden weitere 7 ml Medium zugegeben und die Zellen durch Zentrifugation sedimentiert 
(1000 rpm, 5 min, RT). Anschließend wird der Überstand abgesaugt, das Zellsediment in 10 
ml Medium resuspendiert und auf eine 10 cm Gewebekulturschale überführt.  
Zur Entfernung evtl. abgestorbener Zellen wird nach 24 h das Medium von den Zellen 
abgesaugt. Die Zellen werden dann mit PBS gewaschen und mit Medium versehen. 
3.2.2.2 Passagieren von Zellen 
Die kultivierten Zellen werden bei einer Konfluenz von etwa 70-100% passagiert. Dazu 
werden die Zellen nach Absaugen des Mediums mit PBS gewaschen. Das Ablösen der 
Zellen von der Schale erfolgt durch Zugabe von 3 ml Trypsin/EDTA und anschließender 
Inkubation im Brutschrank. Die Zell-/Trypsinsuspension wird in 7 ml Medium überführt, um 
das Trypsin zu inaktivieren. Nach Zentrifugation (1000 rpm, 5 min, RT) der Suspension wird 
der Überstand abgesaugt und das Sediment in 10 ml Medium aufgenommen. Anschließend 
wird ein Aliquot auf einer Gewebekulturschale ausgesät (Tabelle 3.16). 
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3.2.2.3 Bestimmung der Zellzahl 
Die Bestimmung der Zellzahl pro Volumeneinheit erfolgt mit Hilfe einer Neubauer-
Zählkammer. Dazu wird ein Deckgläschen auf der Zählkammer positioniert und ein Tropfen 
der Zellsuspension unter das Deckgläschen pipettiert. Die Kapillarkräfte sorgen für eine 
homogene Verteilung der Suspension in der Zählkammer. Die Zellen in den vier äußeren der 
insgesamt neun großen Quadrate der Zählkammer werden ausgezählt und es wird der 
Mittelwert gebildet. Da ein Quadrat der Neubauer-Zählkammer einem Volumen von 0,1 μl 
entspricht, ergibt sich die Zellzahl pro Milliliter aus der Multiplikation des Mittelwerts mit dem 
Faktor 104. 
3.2.2.4 Kryokonservierung von Zellen 
Zum Einfrieren werden die Zellen mit PBS gewaschen, durch Zugabe von 3 ml Trypsin-
EDTA und Inkubation im Brutschrank von der Schale abgelöst und zentrifugiert (1000 rpm, 
5 min, RT) Die sedimentierten Zellen werden in Medium mit 25% FCS und 11% DSMO 
aufgenommen und jeweils in 1 ml Aliquots in die Kryoröhrchen überführt. Nach schrittweisem 
Abkühlen der Zellen auf -80°C in einer mit Isopropanol gefüllten Einfrierbox, werden die 
Zellen zur langfristigen Lagerung in flüssigen Stickstoff überführt. 
3.2.2.5 Gentransfer mit Hilfe viraler Vektorsysteme 
Virale Vektoren wurden entwickelt, um ein Zielgen in eine Zelle zu transportieren. 
Vektorkonstrukte, die sich von Retro- und Lentiviren ableiten, eigneten sich insbesondere für 
die Entwicklung dieser Transportvektoren, da sie stabil in das Genom der infizierten Zelle 
integrieren. Die Vektoren, die für den Gentransfer benutzt werden, sind replikationsdefizient, 
d.h. sie sind lediglich in der Lage, einen einzigen viralen Replikationszyklus zu vollziehen. 
Aufgrund dieses Vektor-Designs können die Virus-Partikel die Zielzelle infizieren, nach 
reverser Transkription in das Genom der Zelle integrieren und die Expression des Zielgens 
ermöglichen. Eine weitere Replikation und Ausbreitung auf anderen Zellen ist jedoch nicht 
möglich. Demnach stellen virale Vektoren ein wertvolles Werkzeug für 
Gentransferuntersuchungen dar, da sie das stabile Einbringen eines Gens in die Zellen 
ermöglichen, ohne sie jedoch replizierenden Viren aussetzen zu müssen.  
Um einen replikationsdefizienten Vektor herzustellen, werden die gag-, pol- und env-
codierenden Bereich aus dem Genom des Virus entfernt. Dieser Genbereich wird dann  
durch das Gen, dass in die Zelle eingebracht werden soll, ersetzt. Lediglich die Regionen, 
die für die Erkennung der viralen und zellulären Proteine während der verschiedenen Stufen 
des viralen Replikationszyklus notwendig sind, verbleiben im Genom. 
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Um das infektiöse Virus herzustellen, müssen demnach für die Verpackung und 
enzymatischen Reaktionen notwendigen Komponenten zur Verfügung gestellt werden. Dies 
wird durch Ko-Transfektion von Hilfsvektoren, die für gag, pol und env codieren, erreicht. In 
den ko-transfizierten Zellen können dann die Virionen produziert und verpackt werden. Diese 
Virionen können anschließend für die Transduktion der Zielzellen verwendet werden. Da den 
Hilfsvektoren die Bereiche zur Rekrutierung der für die Replikation notwendigen Proteine 
fehlen, werden sie nicht verpackt oder in die Zielzellen transportiert. Demnach findet nur eine 
Runde der Virusreplikation statt und das in die Zelle einzubringende Gen kann gezielt und 
kontrolliert transferiert werden. 
Um zu verhindern, dass durch Rekombination des viralen Vektors mit den 
Verpackungskonstrukten ein replikationskompetenter Wildtyp-Virus entsteht, wurde die 
Strategie des split genome entwickelt. Dabei werden das zu transferierende Gen, gag, pol 
und env von drei separaten Vektoren exprimiert. Dieser split genome-Ansatz vermindert die 
Wahrscheinlichkeit der Bildung eines replikationskompetenten Virus, da er die Anzahl der für 
die Produktion eines solchen notwendigen Rekombinationsereignisse erhöht. 
3.2.2.6 Virale Transduktion 
Retroviren und Lentiviren integrieren effizient in das Genom proliferierender Zellen. Der 
Vorteil von Lentiviren gegenüber Retroviren besteht darin, dass Lentiviren auch in das 
Genom ruhender Zellen integrieren können. Die 293T-Zellen, dienen als Verpackungszellen 
für die lentiviralen und retroviralen Konstrukte, mit Hilfe derer die Zielzellen infiziert werden 
sollen. Für die Transduktion werden 1,5x106 Zielzellen pro 10 cm-Gewebekulturschale 
ausplattiert und 24 h im Brutschrank inkubiert. Für die Infektion der Zielzellen wird der 
virushaltige Überstand der transfizierten Verpackungszellen nach etwa 24 h Inkubation im 
Brutschrank bei 32°C, 5% CO2 abgenommen, durch Sterilfiltration von Zellresten befreit und 
nach Zugabe von 10 μl Polybren zu den mit PBS gewaschenen Zielzellen gegeben. Dabei 
werden pro 10 cm-Gewebekulturschale mit Zielzellen 10 ml virushaltiges Infektionsmedium 
verwendet. Die Zielzellen werden dann bei 32°C, 5% CO2 im Inkubator über Nacht inkubiert. 
Um die Transduktionseffizienz zu erhöhen, wird die Infektion wiederholt. Dazu werden die 
Verpackungszelllinien weitere 24 h mit Medium versehen und bei 32°C, 5% CO2 inkubiert, 
um erneut virushaltiges Medium zu erhalten.  
Nach der zweiten Infektion werden die Zielzellen zweimal mit PBS gewaschen, mit Medium 
versehen und zwei Tage zur Regeneration bei 37°C, 10% CO2 im Brutschrank inkubiert. Für 
die Bestimmung der Transduktionseffizienz werden 96 h nach Beginn der zweiten 
Transduktion die Zellen, die mit dem Kontrollplasmid MP71 (retroviraler Gentransfer) bzw. 
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pRRLU6 (lentiviraler Gentransfer) transduziert wurden, mit einem Fluoreszenzmikroskop 
beobachtet. 
3.2.2.7 Selektion 
Die optimalen Bedingungen für die Selektion der erfolgreich transduzierten Zellen werden in 
Vortests ermittelt. Dazu wird mit Hilfe einer Konzentrationsreihe mit Puromycin bzw. 
Geneticin die Konzentration ermittelt, bei der die Zellen ausgehend von einer 
Ausgangskonfluenz von 50% innerhalb von 7 Tagen vollständig abgetötet sind. Die 
optimalen Selektionsbedingungen für die einzelnen Zelllinien sind in Tabelle 3.17 
angegeben. Die erfolgreiche Selektion wird anhand der GFP-transduzierten Zellen, die 
aufgrund  der fehlenden Antibiotika-Resistenz sterben, dokumentiert. 
 
Tabelle 3.17: Selektionsbedingungen für transduzierte Zelllinien 
Zelllinie Selektionsantibiotikum Konzentration [µg/ml] 
HCT116 Geneticin 200 
HCT116 Puromycin 1,6 
SW480 Puromycin 0,8 
SW620 Puromycin 1,2 
3.2.2.8 Apoptose-Assay 
Der Apoptose-Assay Cell Death Detection ELISAPLUS ermöglicht in vitro die quantitative 
Bestimmung der cytoplasmatischen Histon-assoziierten DNA-Fragmente, die infolge des 
programmierten Zelltods entstehen. Der Assay basiert auf einem quantitativen Sandwich-
Enzym-Immunoassay-Prinzip, wobei ein monoklonaler Antikörper gegen DNA und Histone 
verwendet wird. Dies ermöglicht die spezifische Detektion von Mono- und Oligonucleosomen 
in der cytoplasmatischen Fraktion der Zelllysate. Der Assay wurde entsprechend der 
Angaben des Herstellers durchgeführt.  
3.2.2.9 Wundheilungs-Assay 
Der Wundheilungs-Assay ist eine einfache Methode um in vitro die direktionale Migration von 
Zellen zu untersuchen. Bei dieser Methode wird die in vivo Zellmigration während der 
Wundheilung nachgeahmt, indem eine Wunde in einer konfluenten Zellschicht erzeugt wird. 
Dann wird beobachtet, wie die Wunde sich schließt.  
Für den Wundheilungs-Assay werden HCT116 parental, HCT116 p50 LV und HCT116 p50 
HtrA1 Zellen trypsiniert (3.2.2.2), durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren vereinzelt und 
gezählt (3.2.2.3). Es werden 6 x 105 Zellen pro Kavität auf einer 24-Kavitäten-Platte ausgesät 
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und für 48 h im Brutschrank inkubiert. Mit Hilfe einer 10 µl Pipettenspitze wird die Wunde in 
der Zellschicht erzeugt und fotografiert. Der fotografierte Bereich wird auf der 24-Kavitäten-
Platte mit einem Stift markiert. Die Zellen werden im Brutschrank inkubiert, wobei in 
regelmäßigen Intervallen der gleiche Ausschnitt der Wunde fotografiert wird um das 
Schließen der Wunde zu dokumentieren. Mit Hilfe des Computerprogramms ImageJ wird die 
Größe der Wunde zu den unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt. 
3.2.2.10 3D-Migrations-Assay 
Das Migrationsverhalten von Zellen wird mit Hilfe eines modifizierten Boyden-Kammer-
Systems analysiert (Boyden 1962). Eine Boyden-Kammer besteht aus zwei Kammern, die 
durch eine poröse Membran voneinander getrennt sind.  
Zur Untersuchung der Migration wird eine definierte Anzahl von Zellen auf der Membran 
ausgesät, die über Nacht durch Inkubation in 10 µg/ml Collagen in PBS mit Collagen 
beschichtet wurde. Die Zellen werden in Migrationsmedium mit 0,1% FCS für 7 h im 
Brutschrank inkubiert. Um die zufällige Migration der Zellen zu bestimmen, wird in die untere 
Kammer Migrationsmedium gegeben. Um Effekte auf die Chemotaxis der Zellen zu 
untersuchen, wird die untere Kammer mit Vollmedium (10% FCS) befüllt. Nicht-migrierte 
Zellen werden mit Hilfe eines sterilen Wattestäbchens von der Oberseite der Membran 
entfernt. Die Anzahl der durch die Membran migrierten Zellen wird durch DAPI-Färbung 
(1µg/ml DAPI in PBS mit 0,1% Triton X-100, Inkubation für 10 min) und 
fluoreszenzmikroskopische Auswertung bestimmt.  
3.2.2.11 Immuncytochemischer Nachweis von Proteinen in Zellen 
Für die Herstellung von Präparaten für die mikroskopische Analyse von Zellen werden diese 
auf sterilen Objektträgern ausgesät. Dazu wird unter sterilen Bedingungen ein Objektträger 
in eine 14,5 cm-Gewebekulturschale überführt. Die Zellen werden  ausgesät und mindestens 
1 bis 2 Tage bei 37°C im Brutschrank inkubiert, bis die Zellen vollständig adhärent sind. 
Nach Entfernen des Mediums werden die Zellen zweimal vorsichtig mit PBS gewaschen und 
durch Inkubation für 10 min in PBS mit 4% Formaldehyd fixiert. Nach Waschen mit PBS 
werden die Zellen zur Permeabilisierung für 10 min mit 0,1% Triton-X 100 in PBS inkubiert 
und anschließend zweimal mit PBS gewaschen. Um die unspezifische Bindung der 
Antikörper zu vermeiden, werden die Zellen für 30 min mit 1% BSA in PBS inkubiert. Dann 
werden 200 µl der Erstantikörperlösung auf den Objektträger pipettiert und für 30 min 
inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit PBS werden 200 µl Zweitantikörperlösung, die 
gegebenenfalls auch Farbstoffe zur Färbung des Nucleus und des Actins enthält, auf den 
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Objektträger pipettiert und für 30 min inkubiert. In Tabelle 3.18 sind die Verdünnungen der 
verwendeten Antikörper und Farbstoffe angegeben. 
 
Tabelle 3.18:  Verdünnungen der für die Immunfluoreszenz verwendeten Antikörper und 
Farbstoffe 
Antikörper/Farbstoff Verdünnung Art 
α-HtrA1 1:1000 primärer Antikörper 
α-Maus Alexa 488 1:300 sekundärer Antikörper 
Phalloidin-TRITC 1:300 Farbstoff (Actin) 
DAPI 1:10000 Farbstoff (Nucleus) 
 
Anschließend werden die Zellen einmal mit PBS und einmal mit Wasser gewaschen. Nach 
dem Trocknen wird ein Tropfen ProLong Gold Antifade auf den Objektträger gegeben und 
ein Deckglas möglichst luftblasenfrei darauf platziert. Zum Trocknen werden die Präparate 
48 h bei RT unter Lichtausschluss aufbewahrt, bevor sie bei 4°C langfristig gelagert werden 
können. Die Präparate werden mit Hilfe eines Konfokal-Mikroskops (Leica TCS-SP5) 
analysiert.  
3.2.2.12 Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie 
Die konfokale Laser-Raster-Mikroskopie (LSCM, Laser Scanning Confocal Microscopy) 
zeichnet sich gegenüber der Durchlicht- und der Epifluoreszenzmikroskopie durch eine 
deutlich erhöhte optische Auflösung aus. 
Letztere ist in der optischen Auflösung dadurch limitiert, dass sie das Objektfeld als ganzes 
ausleuchtet und damit zur Unschärfe beitragende Bildinformationen von oberhalb und 
unterhalb der Fokusebene in die Abbildung integriert. Die LCSM zeichnet sich dadurch aus, 
dass mit Hilfe von Blenden und Spiegeln das Licht auf einen punktförmigen Bereich der 
Probe fokussiert wird.  
Bei dem im Rahmen dieser Arbeit verwendeten konfokalen Mikroskop (TCS.SP5, Leica) 
stehen bis zu sechs verschiedene Kanäle zur Verfügung, mit Hilfe derer mehrere 
Fluoreszenzsignale im identischen Präparat simultan oder sequentiell abgerastert und 
anschließend digital zu einem Bild rekonstruiert werden können. Als Lichtquelle werden 
Laser verwendet (Diodenlaser, Argon-Laser, Helium-Neon-Mischgaslaser), die sich aufgrund 
seines linienförmigen Spektrums besonders zur Bereitstellung einer für ein gegebenes 
Fluorophor benötigten Anregungswellenlänge eignen.  
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3.2.2.13 Quantitative Real-Time PCR (QPCR) 
Die Reverse Transkription, gefolgt von einer PCR-Reaktion, ist die Methode der Wahl zur 
Analyse der mRNA-Expression. Diese Methode, die als QPCR bezeichnet wird, ist 
hochsensitiv und erlaubt auch die Quantifizierung von sehr geringen Transkriptmengen und 
sehr kleinen Veränderungen der Genexpression. 
Die einfachste Detektionsmethode für das neusynthetisierte PCR-Produkt in der QPCR 
basiert auf der Bindung des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green I in der kleinen Furche der 
doppelsträngigen DNA. Nach jedem Amplifikationszyklus der QPCR kann so anhand der 
Fluoreszenz die Amplifikationsmenge bestimmt werden. Für die Quantifizierung der 
Expression des Zielgens wird die Methode der relativen Quantifizierung gewählt. Dabei wird 
die Expression des Zielgens relativ zur Expression von Referenzgenen ermittelt (Pfaffl, 
Horgan & Dempfle 2002). Als Referenzgene dienen nicht-regulierte Gene, sogenannte 
Housekeeping genes, deren mRNA-Synthese idealerweise in verschiedenen Geweben stabil 
und unabhängig von experimentellen Behandlungen ist. Die relative Berechnung der 
Expression des Zielgens im Vergleich zu einem Referenzgen kompensiert Unterschiede in 
Qualität und Quantität der cDNA-Proben innerhalb eines Ansatzes. Mögliche Variationen der 
Genexpression aufgrund der experimentellen Bedingungen, die Ziel- und Referenzgen in 
gleichem Maße beeinflussen, können ebenfalls ausgeglichen werden.  
Der Prozess der Normalisierung berücksichtigt die unterschiedlichen Effizienzen der PCR-
Amplifikationen von Zielgen (EZiel) und Referenzgen (EReferenz) und transformiert die 
logarithmischen Rohdaten in lineare Einheiten, welche die normalisierte Expression 
angeben.  
Die C(T)-Werte der Proben werden mit Hilfe des Programms RotorGene bestimmt. Dafür 
wird die logarithmische Darstellung der Fluoreszenzkurven ausgewählt, die durchschnittliche 
Hintergrundfluoreszenz der Zyklen zwei bis zehn subtrahiert und der Schwellenwert der 
Fluoreszenz auf 0,025 gesetzt. Der C(T)-Wert gibt den Zyklus an, an dem die Fluoreszenz in 
der Probe den Schwellenwert erreicht, wobei umso weniger Zyklen zum Erreichen des 
Schwellenwerts benötigt werden, je mehr Template-cDNA in der Probe am Anfang der 
QPCR-Reaktion vorhanden ist. 
Die Auswertung der Rohdaten erfolgt mit Hilfe der Software Q-Gene. Zunächst wird die 
normalisierte Expression (NE) einer Serie mit n Wiederholungen mit Hilfe der  










Dann werden die Mittelwerte und die Standardfehler für die Referenz und das Zielgen 






Der Standardfehler der mittleren normalisierten Expression (SFMNE) wird schließlich mit Hilfe 





Mit Hilfe dieser Berechnungen können die Rohdaten der QPCR evaluiert und statistisch 
analysiert werden. Im Folgenden werden die Methoden zur Vorbereitung und die 
Durchführung der QPCR-Reaktion beschrieben. 
3.2.2.14 RNA-Isolierung aus Zellen 
Die RNA aus Zellen wird mit Hilfe des NucleoSpin RNA II Kits durchgeführt. Für die 
Isolierung werden die Zellen einer 6 cm-Schale mit einer Konfluenz von 90% verwendet. Die 
Präparation erfolgt gemäß den Angaben des Herstellers. 
Die Konzentration der RNA-Lösung wird photometrisch bestimmt. Die isolierte RNA wird bis 
zur Weiterverwendung bei -80°C gelagert. 
3.2.2.15 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration 
Die photometrische Bestimmung der Konzentration von RNA-Lösungen erfolgt prinzipiell wie 
die Konzentrationsbestimmung von DNA. Die RNA-Lösungen werden jedoch vor der 
photometrischen Analyse für 5 min bei 65°C inkubiert, um Sekundärstrukturen aufzulösen 
und eine homogene Verteilung der RNA-Moleküle im Lösungsmittel zu gewährleisten. Die 
Proben werden dann in geeigneter Verdünnung gemessen. Eine Extinktion von 1 entspricht 
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bei einer Schichtdicke der Küvette von 1 cm einer Konzentration von 40 μg/μl 
einzelsträngiger RNA. 
3.2.2.16 cDNA-Synthese 
Die RNA wird für die Synthese von cDNA verwendet. Diese wird mit Hilfe einer reversen 
Transkriptase und einem Oligo-(dT)-Primer, der komplementär zum Poly-A-Ende der mRNA 
ist und eine spezifische reverse Transkription der mRNA ermöglicht, durchgeführt. 
Die cDNA-Synthese wird mit Hilfe des Verso cDNA Kits entsprechend den Angaben des 
Herstellers durchgeführt. Dabei wird parallel eine Kontrolle (Minus-RT-Kontrolle) mitgeführt, 
die keine Reverse Transkriptase enthält. 
3.2.2.17 Design von QPCR-Primern 
Die Primer, die für QPCR-Reaktionen eingesetzt werden, werden mit Hilfe des Programms 
Perl Primer entworfen. Wenn möglich werden dabei folgende Bedingungen gewählt: 
-  Tm der Primer zwischen 58°C und 60°C 
- Maximal 2°C Temperaturdifferenz zwischen den Tm des sense- und antisense-  
Primers 
-  G/C-Gehalt zwischen 40% und 60% 
-  Primer-Länge zwischen 19 und 21 nt 
-  Tm des Amplicons zwischen 78°C und 87°C 
-  Länge des Amplicons zwischen 90 und 200 bp 
- Primer sollen möglichst weit am 3‟-Ende liegen und möglichst einen Exon-Intron-
Übergang überspannen 
Die Primer-Paare werden mit Hilfe des Programms außerdem auf die Möglichkeit intra- und 
intermolekulare Sekundärstrukturen zu bilden, untersucht. Das Primer-Paar, das die 
geringste Neigung zur Sekundärstrukturbildung zeigt, wird durch Datenbanksuche 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) auf Spezifität hinsichtlich des Zielgens untersucht. 
3.2.2.18 Bestimmung der Primer-Effizienz 
Die Effizienz der entworfenen Primer wird mit Hilfe eines Pools aus den hergestellten 
cDNA-Proben bestimmt. Die Proben werden nach folgendem Schema verdünnt: 
  
Material und Methoden      68 
Tabelle 3.19: Verdünnungsreihe zur Bestimmung der Primer-Effizienz 
22 µl 1:2 Verdünnung mit 88 µl H2O verdünnt 1:10 Verdünnung 
44 µl 1:10 Verdünnung mit 44 µl H2O verdünnt 1:20 Verdünnung 
22 µl 1:20 Verdünnung mit 88 µl H2O verdünnt 1:100 Verdünnung 
43 µl 1:100 Verdünnung mit 43 µl H2O verdünnt 1:200 Verdünnung 
20 µl 1:200 Verdünnung mit 80 µl H2O verdünnt 1:1000 Verdünnung 
33 µl 1:1000 Verdünnung mit 33 µl H2O verdünnt 1:2000 Verdünnung 
 
Diese Verdünnung werden jeweils in Dreifachbestimmung unter Verwendung der zu 
untersuchenden Primer in die Reaktion eingesetzt. Die Reaktion erfolgt wie in 3.2.2.19 
beschrieben. 
Für die Auswertung wird das Computerprogramm Microsoft Excel verwendet. Mit Hilfe des 
Programms werden in einem Diagramm der Logarithmus der Konzentration auf der Abszisse 
und die C(T)-Werte auf der Ordinate aufgetragen. Die Steigung m der resultierenden Gerade 
wird über lineare Regression bestimmt. Mit Hilfe der Steigung m kann dann die 





Für die QPCR werden nur solche Primer verwendet, deren Effizienz bei mindestens 1,8 liegt. 
3.2.2.19 QPCR-Reaktion 
Jede QPCR-Messung wird in Dreifachbestimmung durchgeführt. Außerdem wird für jedes 
Primerpaar eine Wasserkontrolle mitgeführt. Die Ansätze der QPCR werden nach folgendem 
Schema hergestellt: 
 
Tabelle 3.20: Pipettierschema für die QPCR 
Volumen [µl] Komponente 
12,5 SYBR Green Mix 
1 Primer forward (10 µM) 
1 Primer reverse (10 µM) 
4 cDNA (5 ng/µl) 
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Die QPCR-Reaktion erfolgte am Rotor Gene3000 mit folgendem PCR-Programm: 
 
1. 95°C  15 min 
2. 95°C  15 s 
3. 56°C  30 s 
4. 72°C  30 s 
5. 40°C  120 s 
6. 50°C  60 s 
7. 50-99°C  je 1°C, 5 s  Schmelzkurve 
 
 
3.2.3 Proteinbiochemische Methoden 
3.2.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
Zur analytischen Auftrennung von Proteinen anhand ihres Molekulargewichts wird die 
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese verwendet. Die Methode basiert auf 
der Bindung von SDS, einem anionischen Detergenz, an die Proteine, wobei die Ladung des 
SDS die Eigenladung von Proteinen effektiv maskiert. Die Wanderungsgeschwindigkeit der 
Proteine im elektrischen Feld ist dann proportional zur Masse. Die Proteine werden vor der 
Auftrennung im Gel auf 95°C erhitzt und in DTT-haltigem SDS-Ladepuffer gelöst, was zur 
Spaltung der Disulfidbrücken und zur Auflösung von Sekundär- und Tertiärstrukturen führt. 
Die Proteinmoleküle liegen dann in Form des Zufallsknäuels vor, so dass ihre Größe 
proportional zur Masse ist und die Trennung der Proteine umgekehrt proportional zum 
Logarithmus ihres Molekulargewichts erfolgt. 
Trenngel und Sammelgel werden nacheinander gegossen. Das Trenngel wird zwischen zwei 
Glasplatten, die durch zwei Abstandshalter am Rand voneinander getrennt sind, gegossen 
und mit Isopropanol überschichtet, um die Ausbildung eines Meniskus zu verhindern und 
Luftausschluss zu gewährleisten. Nach Aushärten des Gels wird das Trenngel gegossen, 
wobei ein Kunststoffkamm in das Sammelgel eingeführt wird, um die Probentaschen zu 
modellieren. Nach vollständiger Polymerisation des Sammelgels wird das Gel in die 
Elektrophoreseapparatur eingesetzt, die anschließend mit SDS-Laufpuffer gefüllt wird. 
Die Proteinproben mit 4x SDS-Laufpuffer versetzt und durch Inkubation für 5 min bei 95°C 
denaturiert. Die Proben und ein Größenstandard werden auf das Gel aufgetragen. 
Die elektrophoretische Trennung der Proteine erfolgt zunächst bei 80 V, nachdem die 
Lauffront das Trenngel erreicht hat, bei 150 V. 
40 Zyklen 
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3.2.3.2 Coomassie Blau-Färbung 
Coomasie-Blau ermöglicht die unspezifische Anfärbung von Proteinen nach 
gelelektrophoretischer Auftrennung im Polyacrylamidgel. Der Farbstoff lagert sich an die 
basischen Seitenketten der Aminosäuren an.  
Für die Färbung wird das Polyacrylamidgel 1 min in Puffer A in der Mikrowelle erhitzt 
(400 W) und 5 min bei RT auf dem Schüttler inkubiert. Das Gel wird jeweils 1 min in Puffer A, 
Puffer B und Puffer C in der Mikrowelle (400 W) erhitzt. Die Entfärbung erfolgt durch 
Inkubation in Puffer D für 1 h bei Raumtemperatur auf dem Schüttler. 
 
3.2.3.3 Reinigung von Protein mit His-Tag 
 
Anzucht des Überexpressionsstamms BL21 D3 Codon Plus 
Zunächst wird eine Vorkultur angesetzt, indem 5 ml NZA-Medium mit einer Einzelkolonie 
beimpft und für 8 h bei 37°C auf dem Rundschüttler inkubiert. Diese Vorkultur wird für das 
Ansetzen einer 200 ml Kultur, verwendet, die über Nacht bei 37°C, 180 rpm inkubiert wird. 
Am nächsten Tag werden 4 l NZA-Medium mit Hilfe der ÜN Kultur auf eine OD600 von 0,1 
eingestellt und bis zu einer OD600 zwischen 0,5 und 0,7 bei 37°C, 180 rpm inkubiert. Die 
Kultur wird mit 1 mM IPTG induziert und 4 h bei 28°C, 180 rpm inkubiert. Die Bakterien 
werden durch Zentrifugation (6000 g, 4°C, 15 min) sedimentiert und nach Schockfrieren in 
flüssigem Stickstoff bei -80°C gelagert.   
 
Präparativer Aufschluss von Bakterienzellen 
Die sedimentierten Bakterien werden langsam auf Eis aufgetaut und kaltem Lysepuffer 
resuspendiert. Der Aufschluss erfolgt am Mikrofluidizer M-110L bei einem Druck von 12 bar.  
 
Reinigung von MBD2 über Ni-TED 
Nach dem Zellaufschluss werden die Zelltrümmer durch Zentrifugation (20.000 rpm, 30 min, 
4°C) sedimentiert. Das Pellet wird ein Lysepuffer resuspendiert und auf die mit Lysepuffer 
äquilibrierte Ni-TED-Säule aufgetragen. Die Säule tropft durch die Schwerkraft. 
Nichtbindende Proteine sollen durch zweimaliges Waschen mit 4 ml Lysepuffer, zweimaliges 
Waschen mit 4 ml Waschpuffer und Waschen mit 4 ml Lysepuffer entfernt werden. Die 
Elution erfolgt in drei Schritten mit jeweils 3 ml Elutionspuffer.  
Die einzelnen Fraktionen werden durch SDS-PAGE und Coomassiefärbung hinsichtlich des 
Vorhandenseins des zu reinigen Proteins und des Reinheitsgrades untersucht.  
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3.2.3.4 Gelfiltration  
Die multimere Organisation von Proteinen kann mit Hilfe der Gelfiltration bestimmt werden. 
Dafür wird eine Superdex200 HR 10/30-Säule verwendet, die mit Gelfiltrationspuffer 
äquilibriert wurde. Die Flussrate beträgt 0,5 ml/min und das Auftragsvolumen der Proben 
liegt zwischen 250 µl und 500 µl. Das zu analysierende Protein wird in Konzentrationen 
zwischen 1,0 und 1,33 mg/ml eingesetzt. Die Durchführung der Gelfiltration wird bei 4°C 
durchgeführt. Die Kalibrierung der Säule erfolgt nach Anleitung des 
Gelfitrationskalibrierungskits LMW & HMW.   
3.2.3.5 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 
Zur Analyse von DNA-Protein-Interaktionen wird eine Gelretentionsanalyse, auch 
electrophoretic mobility shift assay (EMSA) genannt, durchgeführt. Dazu werden kurze 
doppelsträngige DNA-Moleküle hergestellt. Die einzelsträngigen Oligonucleotide werden in 
einem molaren Verhältnis von 1:1 gemischt, für 10 min auf 95°C erhitzt und um 1°C pro 
Minute langsam auf RT abgekühlt.  
Die DNA wird in einem molaren Verhältnis von 1:1 mit dem zu untersuchenden Protein in 
EMSA-Bindepuffer gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Die Proben werden dann auf ein 
12% TBE-Gel aufgetragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Mit Hilfe einer 
Ethidiumbromidfärbung können die DNA-Banden sichtbar gemacht werden. Anhand der 
Position der Banden kann überprüft werden, ob die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-
Fragmente durch Bindung an das Protein beeinflusst wird.  
3.2.3.6 Abbau von Proteinen durch HtrA1 
Um zu untersuchen, ob bestimmte Proteine Substrate von HtrA1 sind, werden diese mit 
verschiedenen Konzentrationen von HtrA1 inkubiert. Durch SDS-PAGE (3.2.3.1) und 
Coomassie-Blau Färbung (3.2.3.2) kann dann untersucht werden, ob HtrA1 das Protein 
abbaut.  
5 µg des zu untersuchenden Proteins werden mit verschiedenen HtrA1-Mengen in EMSA-
Bindepuffer gemischt und bei 37°C für 1 h und 3 h inkubiert. Die Proben werden dann mit 
SDS-Ladepuffer gemischt und mittels SDS-PAGE und Coomassie-Blau Färbung untersucht.  
3.2.3.7 Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC) 
Zur Bestimmung thermodynamischer Charakteristika der Bindung zwischen MBD2 und einer 
Substanz wurde die Isothermale Titrations Kalorimetrie (ITC) durchgeführt. Bei der ITC wird 
der Ligand kontinuierlich zu dem Protein titriert. Gleichzeitig wird die Wärmeentwicklung 
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gemessen. Anhand dieser Größe können Enthalpie, Entropie und Dissoziationskonstante der 
Bindung bestimmt werden.  
In dieser Arbeit wird ein VP-ITC Microkalorimeter verwendet. Das Protein und die zu 
analysierende Substanz werden für die Messungen im identischen Puffer gelöst und für 
15 min entgast. Es wurden 1,4 ml Protein- und 0,3 ml Peptidlösung eingesetzt. Die 
Reaktionstemperatur beträgt 37°C. Jeweils 5 μl Substanz wurden in 7,1 s zu dem Protein 
titriert, wobei eine Äquilibrierungszeit von 240 s und eine Rührgeschwindigkeit von 394 rpm 
gewählt werden. Zur Erstellung einer Referenzkurve wird die Peptidlösung zu dem Puffer 
ohne Protein titriert. Die Daten werden anschließend mit Hilfe Software Origin ausgewertet, 
wobei die Referenzkurve für die Korrektur der Messung verwendet wird. 
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4 Ergebnisse  
4.1 Nachweis einer CpG island im Bereich des HtrA1-
Promotors 
Die HtrA1-Expression ist in verschiedenen Tumorgeweben herunter reguliert (Shridhar et al. 
2002, Bowden et al. 2006, Baldi et al. 2002, Baldi et al. 2008, Nie et al. 2003). Der 
Mechanismus, der für die verminderte HtrA1-Expression verantwortlich ist, ist jedoch noch 
unbekannt. Um zu untersuchen, ob die DNA-Methylierung als potentieller Mechanismus für 
die HtrA1-Genexpressionsregulation in Frage kommt, wurde die HtrA1-Promotorregion 
hinsichtlich des Vorhandenseins einer CpG island untersucht. Dafür wurde das 
Computerprogramm CpGPlot/CpGReport verwendet. Das Programm berechnet das 
Verhältnis der in einer Nucleotidsequenz vorhandenen Anzahl von CpG-Dinucleotiden zu der 
Anzahl der erwarteten CpG-Dinucleotide über ein Fenster von 100 bp, das entlang der zu 
analysierenden Sequenz bewegt wird. Eine CpG island ist standardmäßig definiert als eine 
Region, in der die für die Sequenz berechnete Summe aus Prozent G und Prozent C über 
50% liegt und die Ratio von vorhandenen CpG-Stellen zu erwarteten CpG-Stellen größer als 
0,6 ist (Gardiner-Garden, Frommer 1987). Regionen, die diese Kriterien erfüllen, werden von 
dem Programm als CpG island ausgegeben. 
 
Abb. 4.1: Schematische Darstellung der humanen HtrA1-Promotorregion  
Mit Hilfe des Programms CpGPlot/CpGReport wurde der Bereich zwischen -2000 bp und 700 bp 
analysiert. Das Exon 1 erstreckt sich von -128 bp bis 472 bp. 
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Für die in silico-Untersuchung der Promotorregion des humanen HtrA1-Gens wurde der 
Bereich zwischen -2000 bp bis 700 bp ausgewählt (Abb. 4.1) und in das Programm 
CpGPlot/CpGReport eingegeben. Das Ergebnis der Analyse der CpG-Stellen innerhalb der 
Sequenz ist in Abb. 4.2 dargestellt. 
 
 
CPGPLOT islands of unusual CG composition 
EMBOSS_001 from 1 to 2700 
 
     Observed/Expected ratio > 0.60 
     Percent C + Percent G > 50.00 
     Length > 200 
 
 Length 1203 (1300..2502) 
 
Abb. 4.2: Ergebnis der Untersuchung der humanen HtrA1-Promotorregion hinsichtlich des 
Vorhandenseins einer CpG island  
Bei der untersuchten Region handelt es sich um den Bereich von -2000 bp bis 700 bp des HtrA1-
Gens. Das oberste Diagramm gibt die errechnete Ratio aus der Anzahl der vorhandenen CpGs und 
der Anzahl der erwarteten CpGs an. Das mittlere Diagramm gibt die Summe aus dem prozentualen C-
Anteil und dem G-Anteil in der Sequenz an. Im unteren Diagramm ist die Lokalisation der putativen 
CpG island angegeben.  
Die Analyse zeigt, dass der humane HtrA1-Promotor eine sehr hohe CpG-Dichte aufweist. 
Insbesondere im Bereich zwischen -700 bp und 500 bp ist die Summe aus dem prozentualen 
C-Anteil und dem prozentualen G-Anteil mit 60% bis 85% sehr hoch. Zwischen -2000 bp und   
-500 bp liegt dieser Wert zwischen 30% und 60%. Ab -1000 bp steigt die Ratio von 
vorhandenen CpGs zu erwarteten CpGs auf über 0,6 an und sinkt bei 500 bp wieder ab. 
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Dieser Abschnitt erfüllt die Kriterien einer CpG island und wird von dem Programm als solche 
identifiziert. Demzufolge ist innerhalb der HtrA1-Promotorregion eine CpG island lokalisiert, 
die sich über den Bereich von -700 bp bis 502 bp erstreckt.  
Der murine HtrA1-Promotor wurde ebenfalls im Bereich zwischen -2000 bp bis 700 bp 




CPGPLOT islands of unusual CG composition 
EMBOSS_001 from 1 to 2700 
 
     Observed/Expected ratio > 0.60 
     Percent C + Percent G > 50.00 
     Length > 200 
 
 Length 865 (1740..2604) 
 
Abb. 4.3: Ergebnis der Untersuchung der murinen HtrA1-Promotorregion hinsichtlich des 
Vorhandenseins einer CpG island 
Bei der untersuchten Region handelt es sich um den Bereich von -2000 bp bis 700 bp des HtrA1-
Gens. Das oberste Diagramm gibt die errechnete Ratio aus der Anzahl der vorhandenen CpGs und 
der Anzahl der erwarteten CpGs an. Das mittlere Diagramm gibt die Summe aus dem prozentualen C-
Anteil und dem G-Anteil in der Sequenz an. Im unteren Diagramm ist die Lokalisation der putativen 
CpG island angegeben.  
Der murine HtrA1-Promotor weist, wie der humane HtrA1-Promotor, eine sehr hohe CpG-
Dichte auf. Insbesondere zwischen -300 bp und 600 bp liegt der prozentuale C-Anteil und 
G-Anteil über 60%. Da außerdem die Ratio aus vorhandenen CpGs zu erwarteten CpGs in 
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diesem Bereich größer als 0,6 ist, identifiziert das Programm eine 865 bp lange CpG island, 
die sich von -260 bp bis 604 bp erstreckt.  
4.2 Vergleich der HtrA1-Genexpression in verschiedenen 
humanen Zelllinien 
Um die Expression von HtrA1 in verschiedenen Krebszelllinien zu untersuchen, wurde RNA 
isoliert (3.2.2.14), in cDNA umgeschrieben (3.2.2.16) und eine QPCR (3.2.2.19) zur relativen 
Quantifizierung der HtrA1-Expression durchgeführt. In Abb. 4.4 ist das Ergebnis der QPCR-
Analyse dargestellt. 
 
Abb. 4.4: Expression von HtrA1 in verschiedenen Zelllinien  
Die mittlere normalisierte Expression von HtrA1 wurde mittels QPCR bestimmt. 
Die QPCR-Analyse der relativen Expression von HtrA1 hat große Unterschiede zwischen 
den untersuchten Zelllinien ergeben. Die höchste Expression war in U-373MG, einer 
Glioblastom Astrocytom-Zelllinie, messbar. In den Kolorektalkarzinomzelllinien SW620, 
SW480 und HCT116 war die HtrA1-Expression deutlich geringer. Um Faktor 8 niedriger als 
in U-373MG ist die Expression in den SW620-Zellen und um Faktor 25 niedriger in SW480-
Zellen. In HCT116 war die HtrA1-Expression kaum messbar und um Faktor 1300 geringer 
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4.3 Der Einfluss epigenetischer Pharmazeutika auf die 
Expression von HtrA1 
Die HtrA1-Expression ist in Tumorgewebe herunter reguliert. Bisher ist nicht bekannt, 
welcher Mechanismus für die Transkriptionsrepresssion von HtrA1 verantwortlich ist. Um 
Hinweise zu erhalten, welche Mechanismen für die Regulation der HtrA1-Expression in 
Frage kommen könnten, wurde der HtrA1-Promotor hinsichtlich des Vorhandenseins einer 
CpG island untersucht. Die bioinformatischen Untersuchungen haben ergeben, dass die 
Promotorregionen des humanen und des murinen HtrA1-Gens über eine CpG island 
verfügen (4.1). Dementsprechend könnten epigenetische Mechanismen für die Regulation 
der HtrA1-Genexpression eine Rolle spielen. 
Um zu klären, ob DNA-Methylierung und Histondeacetylierung in die transkriptionelle 
Repression des HtrA1-Gens involviert sind, wurden verschiedene Tumorzelllinien, die sich 
anhand ihres HtrA1-Expressionslevels unterscheiden (4.2), mit 5-Aza-dC und TSA 
behandelt. Bei 5-Aza-dC handelt es sich um eine Substanz, die die Demethylierung von DNA 
vermittelt. Es inkorporiert in die Nucleinsäuren sich teilender Zellen und inaktiviert die 
DNMTs (DNA-Methyltransferasen) durch Bildung eines stabilen Komplexes zwischen dem 
5-Aza-dC in der DNA und dem Enzym (Sheikhnejad et al. 1999).  
TSA ist ein Fungizid aus Streptomyces hygroscopicus, das HDACs (Histondeacetylasen) 
inhibiert und dementsprechend zur Akkumulation acetylierter Histone führt (Tsuji et al. 1976, 
Yoshida et al. 1990). Es wurde außerdem beschrieben, dass TSA sowohl die G1-, als auch 
die G2-Phase des Zellzyklus inhibieren kann (Beamish, Warrener & Gabrielli 2004). 
Für die Behandlung der Zellen mit 5-Aza-dC und TSA wurden 1x106 Zellen auf einer 6 cm-
Schale ausgesät und über Nacht im Brutschrank inkubiert. Am nächsten Tag wurden 
verschiedene Konzentrationen von 5-Aza-dC zu den Zellen gegeben. Das 5-Aza-dC-haltige 
Medium wurde aufgrund der Instabilität von 5-Aza-dC alle 24 h gewechselt. Mit der TSA-
Behandlung wurde nach 72 h Inkubation begonnen. Nach 96 h wurde RNA (3.2.2.14) aus 
den Zellen isoliert und für die Synthese von cDNA verwendet (3.2.2.16). Die HtrA1-
Genexpression wurde dann mittels QPCR (3.2.2.13) untersucht. 
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Abb. 4.5: HtrA1-Expression nach Behandlung mit 5-Aza-dC und TSA.  
Die Zelllinien (a) SW620 (b) SW480 und (c) HCT116 wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen 
an 5-Aza-dC und TSA behandelt. Die HtrA1-Genexpression in den Zellen wurde mittels QPCR 
bestimmt. 
In den SW620-Zellen konnten nach 5-Aza-dC- und TSA-Behandlung Änderungen der HtrA1-
Expression beobachtet werden (Abb. 4.5 (a)). Die Behandlung der SW620-Zellen mit 
5-Aza-dC führte zu geringen Änderungen der HtrA1-Expression um maximal das 1,4fache, 
wohingegen die TSA-Behandlung eine signifikante Reduktion der HtrA1-Expression bis zu 
Faktor 2,6 bewirkte. Die Kombinationsbehandlung mit 5-Aza-dC und TSA führte ebenfalls zu 
einer Reduktion der Expression um bis zu Faktor 2,4.  
In SW480-Zellen konnten keine signifikanten Unterschiede nach der Behandlung mit 
5-Aza-dC (Abb. 4.5 (b)) beobachtet werden. Die TSA-Behandlung führte in den SW480-
Zellen jedoch zu einer Reduktion der HtrA1-Expression um Faktor 1,8. 
Eine erhebliche HtrA1-Expressionssteigerung konnte in HCT116-Zellen nach Behandlung 
mit 5-Aza-dC allein oder in Kombination mit TSA beobachtet werden (Abb. 4.5 (c)). Dabei 
erfolgte die Steigerung in Abhängigkeit von der verwendeten Dosis der epigenetischen 
Pharmazeutika. Die Kombinationsbehandlung mit 1 µM 5-Aza-dC und 400 nM TSA steigerte 
die Expression um das 7,2fache, die Behandlung mit 5 µM 5-Aza-dC und 400 nM TSA um 
das 10,2fache, wobei die Kombinationsbehandlung die Expressionssteigerung im Vergleich 
zur Einzelbehandlung mit 5-Aza-dC jeweils verstärkte. Lediglich die Einzelbehandlung der 
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4.4 Methylierung des HtrA1-Promotors 
Die Behandlung verschiedener Zelllinien mit dem DNMT-Inhibitor 5-Aza-dC und dem 
Histondeacetylaseinhibitor TSA führt in HCT116-Zellen zu einer signifikanten Steigerung der 
HtrA1-Expression (4.3). Dieses Ergebnis unterstützt die Vermutung, dass die HtrA1-
Genexpression epigenetisch reguliert ist. Die Behandlung mit 5-Aza-dC und TSA ist jedoch 
sehr unspezifisch und beeinflusst alle Gene, die durch Promotorhypermethylierung und 
Histondeacetylierung inaktiviert sind. Um gezielter zu untersuchen, ob die DNA-Methylierung 
für die Expressionsregulation des HtrA1-Gens verantwortlich ist, wurde der HtrA1-Promotor 
spezifisch hinsichtlich der Methylierung der CpG-Stellen untersucht. Dafür wurden 
verschiedene Zelllinien, die unterschiedliche HtrA1-Expressionslevel aufweisen, verwendet. 
Zunächst wurde genomische DNA aus den zu analysierenden Zelllinien isoliert (3.2.1.14). 
Die genomische DNA wurde dann mit Bisulfit behandelt (3.2.1.15), was eine Konversion der 
unmethylierten Cytosine zu Uracil bewirkt. Da methylierte Cytosine während der Bisulfit-
Behandlung nicht verändert werden, kann nach der Bisulfit-Behandlung ein ursprünglich 
methyliertes Cytosin von einem unmethylierten Cytosin unterschieden werden. Mit Hilfe der 
Bisulfite Sequencing PCR (BSP) (3.2.1.16) wurden dann gezielt Bereiche des HtrA1-
Promotors amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden durch TOPO-TA-Klonierung in einen 
Vektor eingebracht und transformiert (3.2.1.17). Die positiven Klone wurden am nächsten 
Tag mit Hilfe der direkten Bakterien-Kolonie-PCR (3.2.1.9) identifiziert und für das Beimpfen 
von ÜN-Kulturen für Plasmid-Minipräparationen (3.2.1.12) benutzt. Die Plasmid-DNA wurde 
anschließend sequenziert (3.2.1.11). Die Auswertung der Sequenzierdaten hinsichtlich der 
Methylierung erfolgte mit Hilfe der Software BIQAnalyzer. 
Für die Untersuchung der DNA-Methylierung innerhalb des HtrA1-Promotors wurden zwei 
Regionen ausgewählt, um einen möglichst umfassenden Eindruck der Methylierung zu 
bekommen. Untersucht wurde der Bereich zwischen 388 bp und -115 bp  innerhalb der 
5„-UTR und der Bereich zwischen 286 bp und 484 bp innerhalb der CDS. Die analysierten 
Bereiche sind in Abb. 4.6 dargestellt. 
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Abb. 4.6: Schematische Darstellung der humanen HtrA1-Promotorregion und der mittels BSP 
untersuchten Bereiche 
Dargestellt sind die hinsichtlich der DNA-Methylierung untersuchten Bereiche BSP 1 und BSP 2 (grau) 
innerhalb der CpG island (grün) des HtrA1-Promotors. 
In Abb. 4.7 ist die Auswertung der BSP 1 für die verschiedenen untersuchten Krebszelllinien 
in Form der sogenannten Lollipop-Darstellung widergegeben. Dabei repräsentieren die 
schwarz-ausgefüllten Kreise ein methyliertes Cytosin und die weißen Kreise ein 
unmethyliertes Cytosin. Ein Strich deutet an, dass an dieser Position während des 
Alignments der Sequenzierreaktionsergebnisse mit der genomischen Sequenz keine Base 
zugeordnet werden konnte. In Abb. 4.7 ist zunächst das Ergebnis für die BSP 1 dargestellt. 
Es wurden vier Einzelklone jeder Zelllinie sequenziert. Die Methylierungsanalyse des HtrA1-
Promotors Bereich zwischen -388 bp und -115 bp hat ergeben, dass die Zelllinien große 
Unterschiede in ihrem Methylierungsmuster aufweisen. In der Zelllinie HCT116 war eine fast 
vollständige Methylierung dieses Bereichs zu erkennen. Von 152 untersuchten Cytosinen in 
den vier Einzelklonen waren 140 methyliert. In den SW620-Zellen wurden hingegen nur drei 
methylierte Cytosine detektiert, in SW480 nur eins. Eine vollständige Demethylierung konnte 
in den U-373MG-Zellen nachgewiesen werden, wobei in drei Klonen an Position 29 der 
analysierten Cytosine während des Alignments keine Base zugeordnet werden konnte. In 
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Sequenzierergebnisse BSP 1 
 
 
Abb. 4.7. Methylierung des humanen HtrA1-Promotors zwischen -388 bp und -115 bp  
Pro Zelllinie wurden vier Einzelklone sequenziert. Die schwarzen Kreise repräsentieren ein 
methyliertes Cytosin, die weißen Kreise ein unmethyliertes Cytosin. 
Die Methylierungsanalyse des HtrA1-Promotors im Bereich zwischen 286 bp und 484 bp, die 
in Abb. 4.8 dargestellt ist, lieferte ähnliche Ergebnisse. In dieser Region war ebenfalls eine 
fast vollständige Methylierung in den HCT116-Klonen zu beobachten. 81 der 88 analysierten 
Cytosine waren methyliert. In den anderen drei Zelllinien wurden nur vereinzelt methylierte 
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Abb. 4.8: Methylierung des humanen HtrA1-Promotors zwischen 286 bp und 484 bp  
Pro Zelllinie wurden vier Einzelklone sequenziert. Die schwarzen Kreise repräsentieren ein 
methyliertes Cytosin, die weißen Kreise ein unmethyliertes Cytosin. 




Die Tumorigenese des Kolorektalkarzinoms verläuft über verschiedene histologische Stufen, 
die durch bestimmte genetische und epigenetische Veränderungen gekennzeichnet sind. 
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weisen eine Punktmutation in Codon 850 des APC-Gens auf, die eine Verkürzung des 
codierten Proteins bewirkt (Moser, Pitot & Dove 1990). Eine ähnliche Mutation ist häufig bei 
Patienten, die an Familiärer Adenomatöser Polyposis (FAP) leiden, und bei sporadischen 
Tumoren zu finden (Fearnhead, Britton & Bodmer 2001). Die FAP-Patienten entwickeln 
zahlreiche, meist hunderte Polypen im Dickdarm, die potentiell entarten und zur Entstehung 
von Krebs führen können. Die APCMin/+-Mäuse entwickeln ebenfalls bereits sehr früh 
zahlreiche Polypen innerhalb des Dickdarms. 
Um zu untersuchen, ob HtrA1 für die Tumorigenese in den Mäusen von Bedeutung ist, 
wurde genomische DNA aus Polypen, die aus APCMin/+-Mäusen isoliert wurden, hinsichtlich 
der Methylierung untersucht. Die DNA wurde freundlicherweise von Dr. Lee Parry, University 
of Cardiff, zur Verfügung gestellt. Mit der genomischen DNA wurde eine Bisulfit-Behandlung 
(3.2.1.15) durchgeführt, um anschließend mittels BSP (3.2.1.16) gezielt einen Bereich des 
Promotors zu amplifizieren. Die PCR-Produkte wurden durch TOPO-TA-Klonierung in einen 
Vektor eingebracht und transformiert (3.2.1.17). Die positiven Klone wurden am nächsten 
Tag mit Hilfe der direkten Bakterien-Kolonie-PCR (3.2.1.9) identifiziert und für das Beimpfen 
von ÜN-Kulturen für Plasmid-Minipräparationen (3.2.1.12) benutzt. Die Plasmid-DNA wurde 
anschließend sequenziert (3.2.1.11). Die Auswertung der Sequenzierdaten hinsichtlich der 
Methylierung erfolgte mit Hilfe der Software BIQAnalyzer. 
Die Methylierungsanalyse erfolgte im Bereich zwischen -252 bp bis -12 bp innerhalb der 
Promotorregion des murinen HtrA1-Gens (Abb. 4.9). 
 
 
Abb. 4.9: Schematische Darstellung der murinen HtrA1-Promotorregion und des auf die 
Methylierung hin untersuchten Bereiches 
Dargestellt ist der mittels BSP analysierte Bereich (grau) innerhalb der CpG island (grün) des HtrA1-
Promotors. 




Abb. 4.10: Methylierung des murinen HtrA1-Promotors zwischen -252 bp bis -12 bp in Polypen, 
die aus einer APC
Min/+
 -Maus isoliert wurden  
Pro Polyp wurden drei Einzelklone sequenziert. Die schwarzen Kreise repräsentieren ein methyliertes 
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Zunächst wurden neun verschiedene Polypen aus einer APCMin/+-Maus untersucht. In Abb. 
4.10 ist die Auswertung der BSP in Form der sogenannten Lollipop-Darstellung 
wiedergegeben. Pro Polyp wurden drei Einzelklone sequenziert. 
Die Methylierungsanalyse hat ergeben, dass in Polyp 2 und Polyp 9 bei Klon 2 und Klon 3 
eine signifikante Methylierung des HtrA1-Promotors zu beobachten ist. Von den insgesamt 
90 analysierten Cytosinen, sind 38 bei Polyp 1 und 41 bei Polyp 9 methyliert. Bei den 
Polypen 1, 3, 5, 7 und 8 sind maximal sechs methylierte Cytosine zu erkennen. Polyp 4 und 
Polyp 6 sind vollständig unmethyliert.  
4.6 Methylierung des murinen HtrA1-Promotors und 
HtrA1-Expression 
Die Analyse der DNA-Methylierung des HtrA1-Promotors in Polypen aus APCMin/+-Mäusen 
hat ergeben, dass einige Polypen eine Hypermethylierung des Promotors aufweisen (4.5). 
Um zu untersuchen, ob die Methylierung des HtrA1-Promotors mit der HtrA1-Expression 
korreliert, wurde genomische DNA aus fünf verschiedenen Polypen zunächst hinsichtlich der 
Methylierung untersucht. Außerdem wurde die korrespondierende RNA aus den Polypen für 
die Untersuchung der HtrA1-Expression mittels QPCR verwendet. Die untersuchten DNA- 
und RNA-Proben wurden freundlicherweise von Dr. Lee Parry, University of Cardiff, zur 
Verfügung gestellt. 
Die Methylierungsanalyse wurde wie in 4.5 durchgeführt. Das Ergebnis der mit Hilfe der 
Software BIQAnalyzer ausgewerteten Sequenzierdaten ist in Abb. 4.11 dargestellt. Die 
Untersuchung der fünf Polypen aus fünf verschiedenen APCMin/+-Mäusen hat ergeben, dass 
zwei der getesteten Polypen, Polyp 18 und Polyp 101, eine Hypermethylierung des HtrA1-
Promotors in allen drei getesteten Klonen aufweisen. Bei Polyp 18 sind 89 der 90 
analysierten Cytosine methyliert, bei Polyp 101 sind es 70. Die Polypen 13 und 22 waren 
vollständig unmethyliert.  
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Abb. 4.11: Methylierung des murinen HtrA1-Promotors zwischen -252 bp und -12 bp in Polypen, 
die aus verschiedenen APC
Min/+
-Mäusen isoliert wurden 
Pro Polyp wurden drei Einzelklone sequenziert. Die schwarzen Kreise repräsentieren ein methyliertes 
Cytosin, die weißen Kreise ein unmethyliertes Cytosin. 
Um die Expression von HtrA1 in den Polypen zu untersuchen, wurde RNA, in cDNA 
umgeschrieben (3.2.2.16) und mit Hilfe der QPCR-Analyse (3.2.2.19) auf die HtrA1-
Expression hin untersucht. Als Kontrolle wurde außerdem die HtrA1-Expression in MEF-
Zellen (Mouse Embryonic Fibroblasts) untersucht. Das Ergebnis ist in Abb. 4.12 dargestellt. 
Die QPCR-Analyse ergab große Unterschiede bei HtrA1-Expression in den untersuchten 
Polypen. Polyp 22 wies eine geringfügig verminderte HtrA1-Expression im Vergleich zu den 
MEF-Zellen auf. In Polyp 13 war die Expression hingegen um das 2,1fache im Vergleich zu 
der HtrA1-Expression in den MEF-Zellen reduziert. Eine noch deutlichere Reduktion der 
HtrA1-Expression war in Polyp 101 (Faktor 3,8) und in Polyp 18 (Faktor 10,8) verglichen mit 
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Abb. 4.12: HtrA1-Expression in verschiedenen Polypen aus APC
Min/+
-Mäusen und MEF-Zellen 
Die Expression von HtrA1 wurde mittels QPCR-Analyse ermittelt.  
4.7 Spezifische Inhibition von MBD2 mittels shRNA 
4.7.1 Suppression von MBD2 
Die Analyse der Methylierung des HtrA1-Promotors hat gezeigt, dass HCT116-Zellen eine 
Hypermethylierung des Promotors aufweisen (4.4). Diese Methylierung korreliert mit einer 
stark verminderten HtrA1 mRNA-Expression (4.2). Bisher ist unbekannt, welche Faktoren für 
das Übersetzen der DNA-Methylierung in die Genexpressionsregulation verantwortlich sind. 
Ein Hinweis für einen möglichen Faktor, der in diesem Prozess eine Rolle spielen könnte, 
ergab sich aus Experimenten, die in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Alan Clarke, Universität 
von Cardiff durchgeführt wurden. Mit Hilfe von cDNA-Microarrays wurden differentiell 
exprimierte Gene in MBD2-/--Mäusen identifiziert. Dabei konnte HtrA1 als in den MBD2-/--
Mäusen hoch reguliertes Gen gefunden werden. Demnach spielt MBD2 möglicherweise eine 
Rolle für die Genexpressionsregulation von HtrA1. MBD2 gehört zu der MBD-Proteinfamilie, 
deren Mitglieder mit ihrer MBD an DNA binden. Einige MBD-Proteine, u.a. auch MBD2, sind 
außerdem in der Lage über eine Transkriptionsrepressordomäne die Genexpression zu 
inhibieren.  
Um zu kontrollieren, ob MBD2 für die Regulation der HtrA1-Expression von Bedeutung ist, 































Ergebnisse      89 
wurden HCT116 und SW620-Zellen durch lentiviralen Gentransfer mit shMBD2-Konstrukten 
transduziert (3.2.2.5). Für den Gentransfer wurden die beiden Konstrukte pLKO1.shMBD2b 
und pLKO1.shMBD2c verwendet und auf die Suppressionseffizienz hin untersucht. Als 
Kontrolle wurden außerdem Zellen, die mit dem lentiviralen Leervektor pLKO1.puro und 




Abb. 4.13: Expression von MBD2 nach viraler Transduktion von shMBD2b  
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Zunächst wurde der Erfolg der MBD2-Inhibition durch Messung der MBD2-mRNA-
Expression mit Hilfe der QPCR kontrolliert (3.2.2.13). Das in Abb. 4.13 dargestellte Ergebnis 
der Expressionsanalyse von MBD2 zeigt, dass sowohl der shMBD2b-Vektor, als auch der 
shMBD2c-Vektor eine Reduktion der MBD2-Expression bewirken konnten. Das shMBD2b-
Konstrukt führte in HCT116-Zellen zu einer 4,9fachen, in SW620-Zellen zu einer 4,6fachen 
Reduktion der MBD2-Expression. Eine 6,5fache Reduktion in HCT116 bzw. eine 1,9fache 
Reduktion in SW620 wurde durch das shMBD2c-Konstrukt vermittelt. Die viralen Konstrukte 
mit dem Leervektor und der nonsense RNA führten zu keiner signifikanten Änderung der 
MBD2 Expression. 
 
4.7.2 Expression von MBD1 und MeCP2 nach Suppression von 
MBD2 
MBD2 gehört zur Familie der MBD-Proteine. Zwei weitere Mitglieder dieser Proteinfamilie, 
MBD1 und MeCP2, sind, wie MBD2, in der Lage über eine Transkriptionsrepressordomäne 
die Genexpression zu inhibieren. Sie verfügen außerdem über eine hohe Sequenzhomologie 
zu MBD2. Um zu analysieren, ob die Suppression von MBD2 Effekte auf die Expression von 
MBD1 und MeCP2 hat, wurde die Genexpression von MBD1 und MeCP2 mittels QPCR in 
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Abb. 4.14: Expression von MBD1 nach viraler Transduktion von shMBD2b  
Die Expression von MBD2 in HCT116 (a) und SW60 (b) wurde mittels QPCR bestimmt. 
Das in Abb. 4.14 dargestellte Ergebnis der MBD1-Expression, die mittels QPCR-Analyse 
bestimmt wurde, zeigt, dass die Suppression von MBD2 nur einen geringen Einfluss auf die 
MBD1-Expression in HCT116 und SW620-Zellen hatte. Die Expression schwankte in den 
Zelllinien lediglich um das 1 bis 1,3fache. 
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Abb. 4.15: Expression von MeCP2 nach viraler Transduktion von shMBD2b  
Die Expression von MeCP2 in HCT116 (a) und SW60 (b) wurde mittels QPCR bestimmt. 
Die MeCP2-Expression war in den HCT116- und SW620-Zellen etwas größeren 
Schwankungen als die MBD1-Expression unterworfen. In den HCT116-Zellen änderte sich 
die MeCP2-Expression maximal um das 1,5fache, bei den SW620-Zellen maximal um das 
1,6fache. Dabei war jedoch keine Korrelation zwischen der Suppression von MBD2 und der 
Expressionsänderung von MeCP2 zu erkennen. 
4.7.3 Expression von HtrA1 nach Suppression von MBD2 
Um zu untersuchen, ob die Suppression von MBD2 wie im MBD2-/--Mausmodell Einfluss auf 
die HtrA1-Expression hat, wurde die HtrA1-Expression in den shMBD2b- und 
shMBD2c-transduzierten Zellen durch QPCR-Analyse ermittelt. Als Kontrolle für die HtrA1-
Expression wurden erneut die mit dem lentiviralen Leervektor bzw. nonsense RNA-Vektor 
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Abb. 4.16: Expression von HtrA1 nach viraler Transduktion von shMBD2 
Die Expression von HtrA1 in HCT116 (a) und SW60 (b) wurde mittels QPCR bestimmt. 
Wie in Abb. 4.16 (a) zu erkennen ist, war die HtrA1-Expression in den HCT116-Zellen nach 
Suppression der MBD2-Expression erhöht. In den shMBD2b-transduzierten Zellen wurde die 
Expression von HtrA1 um das 4,8fache, in shMBD2c-transduzierten Zellen um das 9,7fache 
gesteigert. Die nonsense RNA-Transduktion bewirkte eine schwache, um das 2,3fache 
erhöhte Expression. 
In SW620-Zellen war, wie in Abb. 4.16 (b) zu erkennen ist, keine signifikante Änderung der 
HtrA1-Expression zu beobachten. Die gemessenen Expressionslevel veränderten sich 
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4.8 Reinigung von MBD2b 
Die Mitglieder der MBD-Proteinfamilie verfügen über eine MBD, mit Hilfe derer sie an DNA 
binden können (Sansom, Maddison & Clarke 2007). Um zu untersuchen, ob MBD2 in der 
Lage ist in vitro an eine DNA-Sequenz zu binden, die methyliert ist und einem Teil des 
HtrA1-Promotors entspricht, sollte das Protein rekombinant hergestellt werden. Bei dem zu 
reinigenden Protein handelte es sich um die Isoform MBD2b, die N-terminal um 149 
Aminosäuren im Vergleich zu MBD2a verkürzt ist.  
Für die Reinigung wurde MBD2b zunächst in E. coli  BL21 (DE3) Codon Plus-Zellen 
überexprimiert. Dabei wurde die Expression bei einer OD600 von 0,5 mit 1 mM IPTG 
induziert. Die Zellen wurden dann für 4 h bei 37°C, 180 rpm inkubiert. Nach dem 
Zellaufschluss erfolgte die Reinigung des Proteins mittels Affinitätschromatographie über Ni-
TED-Säulen (3.2.3.3). Um den Erfolg der Reinigung zu kontrollieren, wurde nach allen 
Reinigungsschritten ein Aliquot abgenommen und mit Hilfe der SDS-PAGE (3.2.3.1) und 
anschließender Coomassie Blau-Färbung (3.2.3.2) analysiert. In Abb. 4.17 ist exemplarisch 
der Verlauf einer MBD2b-Reinigung dargestellt. 
 
Abb. 4.17: Reinigung von MBD2b  
MBD2b wurde in E. coli BL21 (DE3) Codon Plus-Zellen produziert. Die Reinigung des Proteins wurde 
mittels Affinitätschromatographie über Ni-TED-Säulen vorgenommen. Die Abbildung zeigt die SDS-
PAGE-Analyse der Aliquots, die nach jedem Reinigungsschritt entnommen wurden (Waschschritt 1: 
LEW-Puffer, Waschschritt 2: LEW-Puffer, 1 M NaCl, Waschschritt 3: LEW-Puffer, 3 mM Imidazol, 
Waschschritt 4: LEW-Puffer, Elutionspuffer: LEW-Puffer, 250 mM Imidazol). 
Auf dem in Abb. 4.17 gezeigten SDS-PAGE-Gel ist die effektive Induktion der MBD2b-
Produktion anhand der Bande bei 31,5 kDa im Lysat zu erkennen. Nach Auftragen des 
geklärten Zelllysats auf die Ni-TED-Säulen konnten mit Hilfe der anschließenden 
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Waschschritte Verunreinigungen effizient von der Ni-TED-Säule entfernt werden, wobei es 
auch zu einem leichten Verlust an MBD2b kam. Durch Steigerung der Imidazol-
Konzentration auf 250 mM im Elutionspuffer konnte MBD2b effektiv eluiert werden. 
Unterhalb der MBD2b-Banden sind Abbaubanden des Proteins zu erkennen, die anhand 
eines Western-Blots verifiziert wurden (Daten nicht gezeigt). Weiterhin ist eine leichte 
Verunreinigung bei etwa 60 kDa zu sehen.  
4.9 Reinigung der MBD von MBD2 
Um zu untersuchen inwieweit die MBD von MBD2 (MBDMBD2) für die Funktion des Proteins 
von Bedeutung ist, wurde dieser Abschnitt des Proteins rekombinant hergestellt. Die 
MBDMBD2 wurde in E. coli BL21 (DE3) Codon Plus-Zellen überexprimiert. Dabei wurde die 
Überexpression bei einer OD600 von 0,5 mit 1 mM IPTG induziert. Die Zellen wurden dann für 
4 h bei 37°C, 180 rpm inkubiert. Nach dem Zellaufschluss erfolgte die Reinigung des 
Proteins mittels Affinitätschromatographie über Ni-TED-Säulen (3.2.3.3). Um den Erfolg der 
Reinigung zu kontrollieren, wurde nach allen Reinigungsschritten ein Aliquot abgenommen 
und mit Hilfe der SDS-PAGE (3.2.3.1) und anschließender Coomassie-Blau-Färbung 
(3.2.3.2) analysiert.  
 
Abb. 4.18: Reinigung der MBDMBD2  
Die Überexpression der MBDMBD2 erfolgte in BL21 (DE3) Codon Plus-Zellen. Die Reinigung des 
Proteins wurde mittels Affinitätschromatographie über Ni-TED-Säulen vorgenommen. Die Abbildung 
zeigt die Analyse der Aliquots, die nach jedem  Reinigungsschritt der Proteinlösung entnommen und 
mittels SDS-PAGE und Coomassie-Blau-Färbung analysiert wurden. (Waschschritt 1: LEW-Puffer, 1 
M NaCl, 3 mM Imidazol; Waschschritt 2: LEW-Puffer; Elutionspuffer: LEW-Puffer, 250 mM Imidazol) 
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In Abb. 4.18 ist exemplarisch der Verlauf der Reinigung dargestellt. Das theoretische 
Molekulargewicht der MBDMBD2  beträgt 11,7 kDa. Auf dem dargestellten SDS-PAGE-Gel ist 
die effektive MBDMBD2-Produktion im Zelllysat anhand der Bande auf der dem 
Molekulargewicht entsprechenden Höhe zu erkennen. Nach Auftragen des Zelllysats auf die 
Ni-TED-Säule konnten in den folgenden Waschschritte Verunreinigungen effizient entfernt 
werden. Mit dem Elutionspuffer, der 250 mM Imidazol enthielt, konnte das Protein dann 
effektiv eluiert werden. Der Reinheitsgrad des Proteins war sehr hoch. Anhand des Gels ist 
zu erkennen, dass lediglich geringe Verunreinigungen im MW-Bereich von 18-22 kDa 
vorhanden sind. 
4.10 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 
MBD2 verfügt über eine MBD, mit Hilfe derer es an methylierte DNA binden kann. Um zu 
untersuchen, ob das rekombinant hergestellte MBD2b (4.8) in vitro an ein 
DNA-Oligonucleotid binden kann, das einem Ausschnitt des HtrA1-Promotors entspricht, 
wurde ein Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) etabliert. Dabei wurde untersucht, ob 
die gelelektrophoretische Mobilität der DNA nach Zugabe von MBD2b vermindert ist. Bei 
dem verwendeten DNA-Oligonucleotid handelt es sich um ein 12 bp Nucleotid, das dem 
Bereich zwischen -376 bp und -364 bp innerhalb des HtrA1-Promotors entspricht (Abb. 
4.19). Dieses Oligonucleotid soll im Folgenden als HtrA1-Oligonucleotid bezeichnet werden. 
 
Abb. 4.19: Schematische Darstellung der HtrA1-Promotorregion und der mittels eines EMSAs 
analysierte Promotorausschnitt 
Mit Hilfe eines EMSAs wurde der Bereich zwischen -376 bp und -364 bp (grau) untersucht.  
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Neben der Untersuchung der MBD2b-Bindung an das HtrA1-Oligonucleotid, wurde 
außerdem eine Kontrollreaktion mit einem anderen DNA-Oligonucleotid durchgeführt, dass 
2001 von Ohki und Kollegen für die Analyse der MBD-Struktur des MBD1-Proteins in 
Komplex mit methylierter DNA verwendet wurde. Sie konnten zeigen, dass die MBD des 
MBD1-Proteins methylierungsabhängig an diese DNA-Sequenz binden kann (Ohki et al. 
2001). 
Für den EMSA wurden zunächst die DNA-Oligonucleotide hergestellt. Dafür wurden die 
einzelsträngigen Oligonucleotide in einem molaren Verhältnis von 1:1 gemischt, für 10 min 
auf 95°C erhitzt und dann langsam abgekühlt. Anschließend wurden die DNA-
Oligonucleotide mit dem Protein in EMSA-Bindepuffer gemischt und für 5 min bei RT 
inkubiert. Die Bindungsreaktionen wurden dann auf ein natives 12%-TBE-Gel aufgetragen 
und gelelektrophoretisch getrennt. Als Beladungskontrollen wurden außerdem die DNA-
Oligonucleotide aufgetragen. Durch Ethidiumbromidfärbung wurden die DNA-Banden im Gel 








Abb. 4.20: EMSA mit MBD2b und verschiedenen DNA-Oligonucleotiden 
Die DNA-Oligonucleotide wurden mit MBD2b in einem molaren Verhältnis von 1:1 in EMSA-
Bindepuffer gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Die Komplexbildung wurde dann mittels 
Gelelektrophorese (12%-TBE-Gel) analysiert. Die Sequenzen der verwendeten DNA-Oligonucleotide 
sind angegeben, wobei das rot markierte C die Position der Methylierung angibt.  
Das in Abb. 4.20 dargestellte Ergebnis des EMSAs zeigt, dass in Anwesenheit einer 
Methylgruppe am zentralen Cytosin in beiden getesteten DNA-Oligonucleotiden die DNA-
Bande nach Zufügen von MBD2b verschoben war. MBD2b war demnach in der Lage an die 
methylierte DNA-Sequenz zu binden und die gelelektrophoretische Mobilität der DNA zu 
          Kontroll-DNA           HtrA1-Oligonucleotid 
5„-GTATCCGGATAC-3„      5„-CTCAGCGAGAGA-3„ 
3„-CATAGGCCTATG-5„      3„-GAGTCGCTCTCT-3„ 
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vermindern. Da auf Höhe der freien DNA nur noch eine sehr schwache Bande sichtbar war, 
hat eine fast vollständige Bindung des zugegeben Proteins an die DNA-stattgefunden.  
In Abwesenheit der Methylierung war die Verschiebung nicht zu beobachten. Demnach ist 
die Bindung von MBD2b an die DNA-Oligonucleotide abhängig vom Vorhandensein der 
Methylierung des zentralen Cytosins.  
4.11 Einfluss verschiedener Substanzen auf die DNA-
Bindungskapazität von MBD2b 
MBD2 stellt ein interessantes Ziel für die Etablierung neuer Krebstherapiestrategien dar, da 
der Knock-Out von MBD2 in APCMin/+-Mäusen zu einer erheblichen Reduktion der Tumorlast 
führt (Sansom, Maddison & Clarke 2007, Sansom et al. 2003). MBD2 ist assoziiert mit den 
Promotoren verschiedener Tumorsuppressorgene (Berger, Bird 2005, Wischnewski et al. 
2007, Martin et al. 2008, Phesse et al. 2008) und vermittelt die aberrante 
Transkriptionsrepression dieser Gene. MBD2 trägt somit zur Tumorprogression bei. Eine 
Inhibition der Interaktion zwischen MBD2 und methylierter DNA stellt demnach einen 
potentiellen Therapieansatz dar. 
Um potentielle Inhibitoren der Interaktion zwischen MBD2 und methylierter DNA zu finden, 
wurde in Kooperation mit Prof. Dr. Alan Clarke, Universität Cardiff, ein High Throughput 
Screen (HTS) im Cancer Research Technology Development Lab (CRT) durchgeführt. Im 
Rahmen dieses HTS wurden 54.000 Substanzen aus der CRT Substanzbibliothek auf ihre 
Fähigkeit hin, MBD2 zu inhibieren, untersucht. Dabei konnten einige inhibitorisch wirksame 
Substanzen identifiziert werde, welche die in Abb. 4.21 dargestellte Grundstruktur aufwiesen.  
 
 
Abb. 4.21: Grundstruktur der im HTS identifizierten inhibitorisch wirksamen Substanzen 
Um Inhibitoren der Interaktion von MBD2 mit methylierter DNA zu identifizieren, wurden im Rahmen 
eines HTS 54.000 Substanzen untersucht. Die als inhibitorisch wirksamen Substanzen wiesen die 
dargestellte Grundstruktur auf. 
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Die untersuchten Substanzen waren jedoch sehr toxisch und kamen als potentielle 
Pharmazeutika zur Therapie von Krebserkrankungen nicht in Frage. Aus diesem Grund 
sollten weitere Derivate mit der in Abb. 4.21 gezeigten Grundstruktur mit Hilfe des EMSAs 
hinsichtlich ihrer Fähigkeit die Interaktion zwischen MBD2 und dem methylierten DNA-
Oligonucleotid, das einem Teil der HtrA1-Promotors entspricht, untersucht werden. 
Für die Analyse wurden 68,5 pmol DNA-Oligonucleotid, 68,5 pmol MBD2b und 685 pmol der 
zu testenden Substanzen in EMSA-Bindepuffer gemischt und für 5 min bei RT inkubiert. 
Dieser Ansatz wurde auf ein 12%-TBE-Gel aufgetragen und gelelektrophoretisch getrennt. 
Außerdem wurde eine DNA-Kontrolle aufgetragen, die kein Protein und kein Derivat der 
Inhibitoren enthielt, um die Laufhöhe der ungebundenen DNA zu bestimmen. Weiterhin 
wurde eine Positivkontrolle mitgeführt, die kein Derivat der Inhibitoren enthielt, um die 
effiziente Bindung von MBD2b an die die methylierte DNA zu kontrollieren. Durch 
Ethidiumbromidfärbung wurden die DNA-Banden sichtbar gemacht (Abb. 4.22). 
 
 
Abb. 4.22: EMSA mit verschiedenen Substanzen, die Derivate der im HTS identifizierten 
Inhibitoren von MBD2 darstellen  
Es wurde der Einfluss verschiedener Substanzen auf die Interaktion von MBD2b mit dem methylierten 
HtrA1-Oligonucleotid untersucht. Dabei wurden MBD2b und das HtrA1-Oligonucleotid in einem 
molaren Verhältnis von 1:1 gemischt. Die Substanzen wurden der Reaktion im 10-fachen molaren 
Überschuss zugefügt. 
Mit Hilfe des EMSAs konnten mehrere effektive Inhibitoren der Interaktion zwischen DNA-
Oligonucleotid und MBD2b identifiziert werden. Insbesondere die Substanzen YKS00021, 
YKS00122 und YKS01178 führten zu einer erheblichen Inhibition der Bindung, was anhand 
der deutlich intensiveren Banden auf Höhe der freien DNA und der erheblich schwächeren 
Banden auf Höhe der gebundenen DNA-Fraktion zu erkennen ist. Substanz YKS01178 war 
dabei der effektivste Inhibitor der Bindungsreaktion. In Abb. 4.23 sind die Strukturen der drei 













                    
4.12 Isothermale Titrationskalorimetrie eines Inhibitors  von 
MBD2b an methylierte DNA 
Mit Hilfe eines EMSAs konnten drei effektive Inhibitoren der Bindung von MBD2b an das 
HtrA1-Oligonucleotid mit einem zentralen methylierten Cytosin identifiziert werden (4.11). Um 
zu testen, ob der effektivste Inhibitor YKS01178 (Abb. 4.23) an das MBD2b Protein oder das 
methylierte HtrA1-Oligonucleotid bindet, wurde die isothermale Titrationskalorimetrie (ITC) 
(3.2.3.7) verwendet. 
Zunächst wurde die Bindung von YKS01178 an das rekombinant hergestellte MBD2b-
Protein analysiert. Dazu wurde das Protein in ITC-Puffer gelöst, so dass eine 
Proteinendkonzentration von 10 µM vorlag. Zur Proteinlösung wurde eine 500 µM Lösung 
des Inhibitors in ITC-Puffer titriert. In Abb. 4.24 ist das Ergebnis der ITC dargestellt. Die 
Rohdaten konnten mit dem Modell für eine vorhandene Bindestelle gefittet werden. Dabei 
zeigte sich, dass es während der Messung zu keinen relevanten Wärmeänderungen 
gekommen ist. Dementsprechend hat der Ligand, wenn er zu der Proteinlösung hinzu 
getropft wurde, nicht an MBD2b gebunden. 
 
YKS00021 YKS00122 YKS01178 
Abb. 4.23: Inhibitoren der Interaktion zwischen MBD2b und methylierter DNA  
Die dargestellten drei Substanzen konnten mittels EMSA als effiziente Inhibitoren der MBD2b-DNA-
Bindung identifiziert werden. 
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Abb. 4.24: Bindung von Substanz YKS00178 an MBD2b  
Die Bindung von Substanz YKS00178 (500 µM) an MBD2b (10 µM) wurde mittels ITC analysiert.  
Für die Analyse der Bindung von Substanz YKS001178 an das methylierte HtrA1-
Oligonucleotid, wurde YKS00178 (Konzentration 500 µM in ITC-Puffer) zu der DNA 
(Konzentration 10 µM in ITC-Puffer) titriert. Das Ergebnis der Messung ist in Abb. 4.25 
dargestellt. Die Rohdaten wurden mit dem Modell einer Bindungsstelle gefittet. Die daraus 
ermittelte Dissoziationskonstante (Kd) und die Bindungsenthalpie (ΔH) sind in Tabelle 4.1 
angegeben. Die Dissoziationskonstante von 9,35 µM zeigt an, dass der Inhibitor in der Lage 
ist, an die DNA zu binden. Bei dieser Bindungsreaktion handelt es sich um eine stark 
endotherme Reaktion, da mit 1262 kcal/mol der Reaktion viel Energie zugeführt werden 
muss.  
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Abb. 4.25: Bindung von Substanz YKS00178 an das methylierte HtrA1-Oligonucleotid  
Die Bindung von Substanz YKS00178 (500 µM) an das methylierte HtrA1-Oligonucleotid (10 µM) 
wurde mittels ITC analysiert.  
4.13 Analyse der oligomeren Zustände von MBD2 
4.13.1 Oligomerer Zustand von MBD2b in Abhängigkeit von der 
DNA-Bindung 
Mit Hilfe der Gelfiltration soll untersucht werden, ob die Bindung von MBD2b an methylierte 
DNA den oligomeren Zustand des Proteins beeinflusst. Dazu wurde eine Superdex200-
Gelfiltrationssäule verwendet. Diese wurde in einem Bereich von 158 kDa bis 669 kDa nach 
Herstellerangaben mit dem Gelfiltrationskalibrierungskit LMW & HMW kalibriert. Die dafür 
Tabelle 4.1: Kd und ΔH für 
die Bindung von Substanz 




9,35 µM 1262 kcal/mol 
 
Ergebnisse      103 
verwendeten Proteine wiesen ein Molekulargewicht zwischen 6500 und 440000 Da auf. 
Nach der Kalibrierung wurden die Elutionsvolumina von MBD2b in An- und Abwesenheit von 
methylierter DNA bestimmt. Anhand der mittels Kalibrierung bestimmten Gleichung, die den 
Zusammenhang zwischen Elutionsvolumen und Molekulargewicht beschreibt, konnte das 
tatsächliche Molekulargewicht errechnet und der oligomere Zustand bestimmt werden. 
Für die Gelfiltration wurden 250 µg MBD2b in Gelfiltrationspuffer gelöst und ggf. mit 60 µg 
HtrA1-Oligonucleotid (molares Verhältnis von MBD2b und DNA war 1:1) gemischt und 
luftblasenfrei auf die Gelfiltrationssäule aufgetragen. Die Gelfiltrationsanalyse von MBD2b 
ergab das in Abb. 4.26 in dargestellte Elutionsprofil. 
 
 
Abb. 4.26: Gelfiltrationsanalyse von MBD2b  
MBD2b wurde in An- und Abwesenheit des 12 nt-langen methylierten HtrA1-Oligonucleotids mittels 
Gelfiltration analysiert. 
Die Molekulargewichte der analysierten monomeren Makromoleküle sind in sind in Tabelle 
4.2 zusammengefasst. 
 
Tabelle 4.2: Erwartete Molekulargewichte des MBD2b, des HtrA1-Oligonucleotids und des 
Komplexes aus MBD2b und HtrA1-Oligonucleotid 
 MW in Da 
MBD2b 31489,7 
HtrA1-Oligonucleotid 7313,0 
MBD2b und HtrA1-Oligonucleotid (1:1) 38802,7 
 
Anhand der erwarteten Molekulargewichte und der mittels Gelfiltrationsanalyse bestimmten 






  D 
DNA 
MBD2b 
MBD2b und DNA 
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herangezogen wurden, konnten die oligomeren Zustände ermittelt werden (Tabelle 4.3). 
MBD2b lag in Abwesenheit des HtrA1-Oligonucleotids als Trimer vor (Peak A). Die Zugabe 
des DNA-Oligonucleotids führte zu einer leichten Erhöhung der Oligomerisierung (Peak B). 
Bei Bindung an DNA liegt MBD2b eher als Tetramer vor. Neben Peak B konnte noch einer 
weiterer Peak im niedermolekularen Bereich bestimmt werden (Peak C), der einem 
Molekulargewicht von 11316,62 Da entspricht. Zur Kontrolle wurde weiterhin eine 
Gelfiltrationsanalyse des DNA-Oligonucleotids in Abwesenheit von MBD2b durchgeführt. Die 
Analyse liefert einen Peak (Peak D) der rechnerisch dem oligomeren Zustand eines Dimers 
entspricht. 
 
Tabelle 4.3: Oligomerisierung von MBD2b in Abhängigkeit von der Bindung an das methylierte 
HtrA1-Oligonucleotid 
 errechnetes MW in Da Oligomer 
MBD2b 96426,60 3,1 
HtrA1-Oligonucleotid 16596,80 2,3 
MBD2b und HtrA1-Oligonucleotid (1:1) 134074,95 3,5 
 
4.13.2 Oligomerer Zustand der MBDMBD2 in Abhängigkeit von 
der DNA-Bindung 
Um zu untersuchen, ob die Methyl-CpG-bindende Domäne (MBD) von MBD2 eine Änderung 
der Oligomerisierung nach DNA-Bindung zeigt, wurde die Gelfiltrationsanalyse außerdem mit 
der DNA-bindenden Domäne von MBD2 durchgeführt. Für die Gelfiltration wurden 250 µg 
der MBDMBD2 und ggf. 156 µg DNA-Oligonucleotid (molares Verhältnis ist 1:1) in 
Gelfiltrationspuffer gemischt und luftblasenfrei auf die Gelfiltrationssäule aufgetragen. Die 
Gelfiltrationsanalyse ergab das Abb. 4.27 in dargestellte Elutionsprofil. 
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Abb. 4.27: Analytische Gelfiltration der MBDMBD2 in An- und Abwesenheit des HtrA1-
Oligonucleotids  
250 µg der MBDMBD2 mit und ohne 156 µg DNA-Oligonucleotid wurden mittels Gelfiltrationsanalyse 
hinsichtlich ihres Oligomerisierungszustands untersucht.  
 
Die Molekulargewichte der analysierten monomeren Makromoleküle sind in Tabelle 4.4  
zusammengefasst. 
 
Tabelle 4.4: Erwartete Molekulargewichte der MBDMBD2, des HtrA1-Oligonucleotids und des 
Komplexes aus MBDMBD2 und HtrA1-Oligonucleotid 
 MW in Da 
MBDMBD2 11689,3 
HtrA1-Oligonucleotid 7313,0 
MBDMBD2 und HtrA1-Oligonucleotid (1:1) 19002,3 
 
Mit Hilfe der erwarteten Molekulargewichte und der Elutionsvolumina wurden die 
Molekulargewichte bzw. oligomeren Zustände bestimmt (Tabelle 4.5). Ohne Zugabe des 
HtrA1-Oligonucleotids lag die MBDMBD2 als Monomer vor (Peak A). Die Zugabe des HtrA1-
Oligonucleotids führte zu keiner Änderung der Oligomerisierung (Peak B). Der Komplex aus 
MBDMBD2 und HtrA1-Oligonucleotid liefert noch einen weiteren kleineren Peak (Peak C), 
dessen Elutionsvolumen dem des HtrA1-Oligonucleotids (Peak D) und demnach vermutlich 













MBDMBD2 und DNA 
 
Ergebnisse      106 
Tabelle 4.5: Oligomerisierung der MBDMBD2 in Abhängigkeit von der Bindung an das methylierte 
HtrA1-Oligonucleotid 
 errechnetes MW Oligomer 
MBDMBD2 15888,31 1,4 
HtrA1-Oligonucleotid 16596,80 2,3 
MBDMBD2 und HtrA1-Oligonucleotid (1:1) 26303,55 1,4 
 
4.14  Proteolyse von MBD2b 
4.14.1 Proteolyse von MBD2b durch HtrA1  
Um zu untersuchen, ob MBD2b ein Substrat von HtrA1 ist, wurden die beiden Proteine 
zunächst gereinigt. Dann wurde rekombinant hergestelltes MBD2b mit verschiedenen 
Konzentrationen an rekombinantem HtrA1 (die Reinigung von HtrA1 wurde von Dr. Annette 
Tennstädt etabliert und durchgeführt) in Reaktionspuffer inkubiert. Dabei wurde eine 
verkürzte Form von HtrA1 verwendet, der die N-terminale Mac25-Domäne fehlt, und die 
auch in vivo nachgewiesen werden konnte (Chien et al. 2006). 
Zunächst wurde MBD2b mit Reaktionspuffer gemischt und 10 min bei RT inkubiert. Die 
Lösung wurde weitere 10 min bei 37°C inkubiert, bevor das HtrA1 hinzugegeben wurde. Es 
wurden verschiedene Substrat:Enzymverhältnisse untersucht. Die Proteolysereaktion wurde 
nach 1 h und 3 h durch Zugabe von SDS-Ladepuffer und Erhitzen auf 95°C für 5 min 
gestoppt. Die Produkte der Proteolysereaktion wurden mittels SDS-PAGE (12%-Gel) und 
Coomassie Blau-Färbung analysiert. 
Das Ergebnis der Proteolyse ist in Abb. 4.28 dargestellt und zeigt, dass MBD2b ein Substrat 
von HtrA1 ist. Bereits nach einstündiger Inkubation war ein deutlicher Abbau von MBD2 für 
alle getesteten Substrat:Enzymverhältnisse zu erkennen. Die Zugabe geringer Mengen an 
HtrA1 und die kürzere Inkubation lieferten zunächst zwei prominente Abbaubanden im 
Bereich von 15 kDa und eine weitere schwächere Bande in diesem MW-Bereich. Mit 
steigenden HtrA1-Konzentrationen wurden diese Banden vollständig proteolysiert. Eine 
Steigerung der HtrA1-Menge führte außerdem zur Bildung von Abbauprodukten im Bereich 
von 10 kDa. 
 




Abb. 4.28: Proteolyse von MBD2b durch HtrA1  
5 µg MBD2b wurden mit verschiedenen Konzentrationen an HtrA1 in 50 mM Tris, 5 mM MgCl2, pH 8,0 
bei 37°C für 1 h (a) und 3 h (b) inkubiert. Die Analyse der Proteolyseprodukte erfolgte mittels SDS-
PAGE und Coomassie Blau-Färbung. 
 
4.14.2 Proteolyse von MBD2b durch HtrA1 in Anwesenheit 
methylierter DNA 
Die Inkubation von MBD2b mit steigenden Konzentrationen an HtrA1 führte bereits nach 1 h 
zur Entstehung von Abbauprodukten (4.14.1). MBD2b stellt demnach ein Substrat von HtrA1 
dar. Um zu analysieren, ob die Bindung von MBD2b an methylierte DNA Einfluss auf die 
Proteolyse durch HtrA1 hat, wurde MBD2b zunächst mit dem methylierten HtrA1-
Oligonucleotid in Reaktionspuffer im molaren Verhältnis von 1:1 gemischt und für 10 min bei 
RT inkubiert. Das Gemisch wurde dann weitere 10 min bei 37°C inkubiert. Anschließend 
wurden verschiedene Mengen an HtrA1 hinzugegeben. Die weitere Vorgehensweise 
entspricht der in Abschnitt 4.14.1. 
(a) nach 1 h Inkubation 
(b) nach 3 h Inkubation 
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In Abb. 4.29 ist das Ergebnis der Proteolyse von MBD2b, das an das HtrA1-Oligonucleotid 
gebunden ist, dargestellt. Das Proteolysemuster des gebundenen MBD2b ähnelt dem des 
freien MBD2b. Bei geringen Mengen an HtrA1 entstanden zunächst Fragmente im Bereich 
von 15 kDa, eine Steigerung der HtrA1-Menge führte zur Entstehung von Banden im Bereich 
von 10 kDa. Die Bande bei 15 kDa, die in Abwesenheit von methylierter DNA komplett 





Abb. 4.29: Proteolyse des an methylierte DNA gebundenen MBD2b durch HtrA1  
5 µg MBD2b wurden dem HtrA1-Oligonucleotid und verschiedenen Konzentrationen an HtrA1 in 50 
mM Tris, 5 mM MgCl2, pH 8,0 bei 37°C für 1 h (a) und 3 h (b) inkubiert. Die Analyse der 
Proteolyseprodukte erfolgte mittels SDS-PAGE und Coomassie Blau-Färbung. 
 
(a) nach 1 h Inkubation 
(b) nach 3 h Inkubation 
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4.14.3 Massenspektrometrische Analyse eines Produktes der 
MBD2b-Proteolyse 
HtrA1 ist in der Lage ungebundenes MBD2b und MBD2b, welches an DNA gebunden ist, 
abzubauen (4.14.2). Die Analyse der Proteolyseprodukte ergab, dass bei der Proteolyse des 
DNA-gebundenen MBD2b-Proteins eine Bande mit einem Molekulargewicht von etwa 
15 kDa langsamer abgebaut wurde, als bei der Proteolyse des freien MBD2b (4.14.2). Um 
die Identität dieser Bande zu bestimmen, wurde sie mit Hilfe eines Skalpells aus dem Gel 
ausgeschnitten. Nach einem Trypsinverdau wurden die Peptide innerhalb der Bande mittels 
LC-ESI-MS (Liquid chromatography electrospray ionisation mass spectrometry) identifiziert. 
Die massenspektrometrische Analyse wurde von Dr. Urs Lewandrowski, Institute for 
Analytical Sciences in Dortmund, durchgeführt. Dabei konnte folgendes Peptid identifiziert 
werden:  
 
Abb. 4.30: Ergebnis der LC-ESI-MS-Analyse 
Dargestellt ist die Aminosäuresequenz des Peptids, welches mittels LC-ESI-MS in der analysierten 
SDS-Gel-Bande identifiziert wurde. Die blauen Buchstaben entsprechen der MBD des MBD2b-
Proteins.  
Das identifizierte Peptid entspricht den Aminosäuren 1 bis 121 des rekombinant 
hergestellten MBD2b-Proteins, welches insgesamt eine Länge von 284 Aminosäuren 
aufweist. Zwischen Aminosäure 24 und 86 ist die Methyl-CpG-bindende Domäne (MBD) von 
MBD2b lokalisiert.  
4.14.4 Bestimmung der HtrA1-Schnittstellen innerhalb des 
MBD2b-Proteins 
MBD2b kann von HtrA1 sowohl in ungebundener Form als auch nach Bindung an 
methylierte DNA, abgebaut werden. Analysiert man die Proteolyseprodukte mittels SDS-
PAGE, erkennt man, dass eine Bande mit einem Molekulargewicht von etwa 15 kDa etwas 
schlechter abgebaut wird, wenn MBD2b an DNA gebunden ist (4.14.2). Mit Hilfe der 
Massenspektrometrie sollten daher die Schnittstellen von HtrA1 innerhalb des freien bzw. 
des DNA-gebundenen MBD2b-Proteins untersucht werden. Dazu wurden 5 µg MBD2b mit 
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1 µg HtrA1 und gegebenenfalls mit 1,25 µg unter den in 4.14.1 und 4.14.2 erwähnten 
Bedingungen für 3 h inkubiert. Diese Proteolyseansätze wurden für die 
massenspektrometrische Analyse verwendet, die von Dr. Urs Lewandrowski, Institute of 
Analytical Sciences, Dortmund, durchgeführt wurden. Für die Analyse wurden die Ansätze 
zunächst mittels HPLC anhand ihrer Hydrophobizität aufgetrennt. Die Peptide wurden dann 
direkt in einem Orbitrap-Massenspektrometer ionisiert und vermessen. Die Auswertung der 
Peptide ergab folgende Schnittstellen innerhalb des MBD2b-Proteins (Abb. 4.31):  
 
 
Abb. 4.31: Übersicht der HtrA1-Schnittstellen innerhalb des MBD2b-Proteins 
5 µg gereinigtes MBD2b-Protein wurden mit 1 µg HtrA1 und gegebenenfalls 1,25 µg HtrA1-
Oligonucleotid für 3 h bei 37°C inkubiert. Die Schnittstellen, die mit einem grünen Haken markiert sind, 
wurden sowohl für das freie, als auch für das DNA-gebundene MBD2b detektiert. Die roten Haken 
markieren Schnittstellen, die jeweils nur bei dem gebundenen bzw. freien MBD2b ermittelt werden 
konnten. Die MBD-Domäne ist blau markiert, das putative coiled coil-Motiv ist grau markiert. 
Die Auswertung der Schnittstellen hat ergeben, dass beide MBD2b-Varianten zahlreiche 
HtrA1-Schnittstellen aufweisen. Das freie MBD2b wurde insgesamt 58mal geschnitten, das 
an DNA gebundene MBD2b 63mal. Die Schnittmuster weisen außerdem einige Unterschiede 
auf. Die gebundene Form von MBD2b wurde an 13 Schnittstellen geschnitten, die in der 
ungebundenen Form nicht gespalten wurden. Interessanterweise befinden sich drei dieser 
exklusiven Schnittstellen innerhalb der MBD. Die ungebundene Form von MBD2b hat neun 
zusätzliche Schnittstellen.  
Insgesamt schneidet HtrA1 im N-terminalen Bereich, wo sich die MBD befindet, seltener als 
in der C-terminalen Region. Auffällig ist außerdem, dass HtrA1 sehr häufig innerhalb der 
putativen coiled coil-Domäne von MBD2 schneidet.  
MBD2b gebunden an das HtrA1-Oligonucleotid 
freies MBD2b 
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Um die Präferenz von HtrA1 für einzelne Aminosäuren zu analysieren, wurde bestimmt, wie 
oft HtrA1 nach einer bestimmten Aminosäure schneidet. Die ermittelten Häufigkeiten in 
Tabelle 4.6 zeigen, dass HtrA1 eine Präferenz für hydrophobe Aminosäuren hat, da es 
bevorzugt nach Alanin, Leucin und Valin schneidet.  
 
Tabelle 4.6: Anzahl der ermittelten HtrA1-Schnittstellen nach den einzelnen Aminosäuren in 
MBD2b 
Anzahl der Schnittstellen Aminosäure 
10 7 Alanin 
10 11 Leucin 
7 8 Valin 
7 7 Serin 
6 7 Threonin 
4 2 Asparaginsäure 
4 4 Glutamin 
3 1 Asparagin 
3 2 Methionin 
2 1 Isoleucin 
1 1 Prolin 
1 1 Tryptophan 
1 0 Glycin 
1 2 Lysin 
1 2 Phenylalanin 
1 1 Arginin 
1 1 Tyrosin 
MBD2b an  DNA gebunden ungebundenes MBD2b 
   
Ergebnisse      112 
4.15 Re-Expression von HtrA1 in Kolonkarzinomzellen 
Die Expression von HtrA1 ist in verschiedenen Tumorarten herunter reguliert (Shridhar et al. 
2002, Bowden et al. 2006, Baldi et al. 2002, Baldi et al. 2008). Im Rahmen dieser Arbeit 
wurde gezeigt, dass die HtrA1-Expression in HCT116-Zellen ebenfalls stark vermindert ist 
(4.2). Außerdem ist der HtrA1-Promotor in HCT116-Zellen hypermethyliert (4.4). Die HtrA1-
Expression soll in diesen Zellen durch viralen Gentransfer wiederhergestellt werden, um 
anschließend den Einfluss der Re-Expression von HtrA1 auf verschiedene zelluläre 
Mechanismen, die für die Tumorprogression von Bedeutung sind, zu untersuchen. 
4.15.1 Retroviraler Gentransfer von HtrA1 in HCT116-Zellen 
Die HtrA1-Expression in HCT116-Zellen sollte mittels viraler Transduktion wiederhergestellt 
werden (3.2.2.5). Dazu wurden 293T-Verpackungszellen mit einem retroviralen HtrA1-Vektor 
und den entsprechenden Hilfsvektoren transfiziert. Nach erfolgreicher Transfektion wurde die 
Virionen-Produktion der Zellen angeregt. Der virushaltige Überstand wurde für die Infektion 
der HCT116-Zellen verwendet (3.2.2.6). Durch Antibiotika-Behandlung wurden die 




Mit Hilfe der QPCR-Analyse wurde die Expression von HtrA1 nach Transduktion der Zellen 
untersucht (3.2.2.13). Das Ergebnis der QPCR-Analyse ist in Abb. 4.32 dargestellt. Sie zeigt, 


































Abb. 4.32: HtrA1-Expression in HCT116-Zellen nach viraler Transduktion von HtrA1 
Die HtrA1-Expression wurde mittels QPCR-Analyse bestimmt. 
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den parentalen HCT116-Zellen und den mit dem Leervektor transduzierten Zellen erreicht 
werden konnte.  
4.15.2 Subzelluläre Lokalisation von HtrA1 nach Re-Expression 
in HCT116 
Frühere Studien haben gezeigt, dass HtrA1 sowohl intrazellulär als auch extrazellulär 
lokalisiert ist (Grau et al. 2005). Mit Hilfe der Konfokalen-Laser-Raster-Mikroskopie soll die 
zelluläre Lokalisation von HtrA1 nach Re-Expression mittels viraler Transduktion in HCT116-
Zellen untersucht werden. Dafür wurden die Zellen auf Objektträgern ausgesät. Nach 
Anwachsen der Zellen wurde diese fixiert, gefärbt und mikroskopisch untersucht (3.2.2.12). 
 
 
Abb. 4.33: Lokalisation von HtrA1 in HCT116-Zellen  
HCT116-Zellen wurden fixiert und gefärbt. Der Zellkern wurde mit DAPI gefärbt (blau), HtrA1 mit 
einem HtrA1-Antikörper und einem Alexa-488 gekoppelten Sekundärantikörper (grün) und das 
Actincytoskelett mit einem TRITC-markierten Phalloidinfarbstoff (rot). Die Untersuchung der Zellen 
erfolgte mittels Konfokaler-Laser-Raster-Mikroskopie.  
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Die mikroskopische Untersuchung der HCT116-Zellen hat ergeben, dass die Überexpression 
von HtrA1 nicht nur auf RNA-Ebene, sondern auch auf Proteinebene beobachtet werden 
kann. Bei den HCT116-Zellen, die mit dem viralen Leevektor transduziert wurden, war keine 
HtrA1-Proteinexpression nachweisbar, nach viraler Transduktion war jedoch eine starke 
HtrA1-Proteinexpression zu beobachten. HtrA1 war sowohl innerhalb der Zelle als auch 
außerhalb der Zelle lokalisiert, wobei der Großteil außerhalb der Zelle zu beobachten war. 
Die Verteilung des HtrA1-Proteins war intrazellulär und extrazellulär sehr diffus.  
 
4.15.3 Migrationsverhalten von HCT116-Zellen nach 
Rekonstitution der HtrA1-Expression 
Die HtrA1-Protease ist sowohl intrazellulär als auch extrazellulär lokalisiert (Grau et al. 
2005). In HCT116-Zellen ist die Expression von HtrA1 auf RNA- und Proteinebene inhibiert. 
Durch viralen Gentransfer kann sie jedoch wiederhergestellt werden (4.15.1). Nach Re-
Expression von HtrA1 ist die Protease intrazellulär und extrazellulär lokalisiert (4.15.2). Um 
zu untersuchen, ob die Re-Expression von HtrA1 das Migrationsverhalten der Zellen 
beeinflusst, soll die Motilität der Zellen mit verschiedenen Methoden untersucht werden. 
4.15.3.1 Wundheilungs-Assay mit HCT116-Zellen nach Wiederherstellung der HtrA1-
Expression 
Um das Migrationsverhalten der HCT116-Zellen nach Re-Expression von HtrA1 zu 
untersuchen, wurde ein Wundheilungs-Assay durchgeführt (3.2.2.9). Dafür wurden die Zellen 
auf einer 24-Kavitäten-Platte ausgesät und inkubiert, bis eine geschlossene Zellschicht 
entstanden war. Dann wurde mit Hilfe einer Pipettenspitze eine Wunde erzeugt. Das 
Schließen der Wunde wurde mikroskopisch beobachtet. In Abb. 4.34 ist das Ergebnis 
dargestellt.   
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Abb. 4.34: Wundheilungs-Assay mit HCT116-Zellen nach Re-Expression von HtrA1  
Für jede Zelllinie wurde die Geschwindigkeit der Wundheilung für drei Wunden ausgewertet. Es sind 
jeweils der Mittelwert aus den Dreifachbestimmungen und die Standardabweichung angegeben. 
Mit Hilfe des Wundheilungs-Assays konnten Unterschiede hinsichtlich des 
Migrationsverhaltens der HCT116-Zellen nach Re-Expression von HtrA1 festgestellt werden. 
Nach 4 h waren die Wunden sowohl bei HCT116 p50 Leervektor und bei HCT116 p50 HtrA1 
noch gleich groß. Nach 7 h und nach 24 h ist jedoch die Wunde bei den Zellen mit 
rekonstituierter HtrA1-Expression deutlich größer. Die Zellen migrieren demnach langsamer 
im Vergleich zu den HCT116-Zellen, in denen keine HtrA1-Expression nachweisbar ist.  
 
4.15.3.2 3D-Migrations-Assay mit HCT116-Zellen nach Wiederherstellung der HtrA1-
Expression 
Der Wundheilung-Assay mit HCT116-Zellen, in denen die Expression von HtrA1 
wiederhergestellt wurde, hat ergeben, dass die HtrA1-exprimierenden Zellen langsamer 
migrieren als die Kontrollzellen (Abb. 4.34). Der Wundheilungs-Assay ermöglicht jedoch 
ausschließlich die Untersuchung des zweidimensionalen Migrationsverhaltens. Die 
dreidimensionale Migration sollte daher mit Hilfe einer weiteren Methode, die auf dem Prinzip 
der Boyden-Kammer basiert, untersucht werden (3.2.2.10). Die Zellen wurden dafür auf einer 
porösen Membran ausgesät und für 7 h im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde die 
Anzahl der Zellen, die durch die Membran migriert sind, bestimmt. Dazu wurden die 
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Abb. 4.35: 3D-Migrations-Assay mit HCT116-Zellen nach Re-Expression von HtrA1  
Die Zellen wurden auf einer porösen Membran ausgesät. Die Anzahl der migrierten Zellen wurde nach 
7 h bestimmt. Für jede Zelllinie wurden zwei Membraneinsätze ausgezählt. Dabei wurden pro 
Membran neun Sichtfelder ausgezählt. Es sind jeweils der Mittelwert aus den Mehrfachbestimmungen 
und die Standardabweichung angegeben. 
Mit Hilfe des Assays wurden die zufällige und die chemotaktische Migration untersucht. Bei 
Analyse der Chemotaxis wurde in die Kavität Medium mit 10% FCS gegeben. Innerhalb des 
Membraneinsatzes betrug die FCS-Konzentration nur 1%. Für die Untersuchung der 
zufälligen Migration lag die FCS-Konzentration im Membraneinsatz, und in der Kavität bei 
1%. Das Ergebnis des dreidimensionalen Migrations-Assays ist in Abb. 4.35 dargestellt. 
Der FCS-Gradient zwischen Kavität und Membraneinsatz führte zu einer um 1,6fach 
gesteigerten Migrationsrate bei den HCT116 p50 Leervektor-Zellen. Die Erhöhung der FCS-
Konzentration führte bei HtrA1-exprimierenden Zellen zu keiner signifikanten Veränderung 
der Migration.  
Der Vergleich der Anzahl an migrierten HCT116 p50 Leervektor-Zellen mit der an HCT116 
p50 HtrA1-Zellen bei Bestehen des FCS-Gradienten zeigte eine um das 1,9fache 
verminderte Zellanzahl bei den HCT116 p50 HtrA1-Zellen. Ohne FCS-Gradient war die 
Anzahl der migrierten HCT116 p50 HtrA1-Zellen um das 1,3fache reduziert.  
Die Re-Expression von HtrA1 in HCT116-Zellen inhibiert demnach die chemotaktische und 
zufällige Zellmigration. Bei fehlender HtrA1-Expression führt die Erhöhung der FCS-
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4.15.4 Apoptose in HCT116-Zellen nach Rekonstitution der 
HtrA1-Expression 
Über die Funktion von HtrA1 in der Zelle ist bisher wenig bekannt. Mit Hilfe eines Apoptose-
Assays soll untersucht werden, ob HtrA1 in die Regulation der Apoptose involviert ist. Dazu 
wurden HCT116-Zellen mit rekonstituierter HtrA1-Expression und Kontrollzellen mit den 
folgenden Substanzen, die in Zellen Apoptose induzieren können, behandelt. Nocodazol 
vermittelt die Depolymerisation der Mikrotubuli. Es induziert Apoptose durch Arretierung der 
Zellen in der Mitose (Vasquez et al. 1997). Taxol interferiert ebenfalls mit der normalen 
Funktion der Mikrotubuli. Es stabilisiert die Mikrotubuli und verhindert so deren 
Reorganisation während der Zellteilung (Kumar 1981). Es induziert außerdem die Apoptose 
durch Bindung an Bcl-2 (Blagosklonny et al. 1996). Cisplatin löst die Apoptose durch Bildung 
von Quervernetzungen innerhalb der DNA aus (Rosenberg 1973). Campthotecin besitzt 
cytotoxische Funktion, da es die DNA-Topoisomerase I inhibiert (Wall, Wani & Taylor 1976). 
 
Abb. 4.36: Apoptose-Assay mit HCT116-Zellen nach Rekonstitution der HtrA1-Expression 
Die Zellen wurden mit verschiedenen Apoptose-induzierenden Substanzen behandelt. Anschließend 
wurde die Apoptoserate anhand der Anreicherung der Nucleosomen im Cytoplasma der behandelten 
Zellen bestimmt.  
Die Zellen wurden für 18 h  mit 4 µg/ml Campthotecin, 30 µM Cisplatin, 0,25 µg/ml 
Nocodazol oder 1 µM Taxol behandelt. Anschließend wurde der Apoptose-Assay, der auf 
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ermöglicht die spezifische Bestimmung von Mononucleosomen und Oligonucleosomen in der 
cytoplasmatischen Fraktion der Zelllysate. Das Ergebnis des Apoptose-Assays ist in Abb. 
4.36 dargestellt. 
Hinsichtlich der Apoptose konnten keine Unterschiede zwischen HCT116 p50 Leervektor-
Zellen und HCT116 p50 HtrA1-Zellen festgestellt werden. Für die Apoptoseinduktion wurden 
verschiedene Chemikalien verwendet, die über unterschiedliche Mechanismen den 
programmierten Zelltod auslösen. Unabhängig vom Apoptosemechanismus waren jedoch 
keine Unterschiede zu erkennen. Die Behandlung der Zellen mit Cisplatin führte unter den 
gewählten Bedingungen nicht zur Apoptose.  
4.16 Xenograft-Modell 
Die generierten Zelllinien sollten im Hinblick auf ihr tumorbildendes Potential in vivo 
charakterisiert werden. Um den Einfluss von HtrA1 auf die Tumorprogression zu 
untersuchen, wurde der Verlauf des Tumorwachstums nach subkutaner Injektion der HtrA1-
rekonstituierten HCT116-Zellen in Nacktmäusen untersucht und mit dem der Leervektor-
transduzierten Kontrollzellen verglichen. Die Mausexperimente wurden in der Arbeitsgruppe 
Schuler, Universitätsklinikum Essen, durchgeführt. Nach Injektion der Zellen wurde die 
Größe der Tumore regelmäßig bestimmt und dokumentiert.  
 
Abb. 4.37: Tumorwachstum nach subkutaner Injektion der HCT116-Zellen mit und ohne HtrA1-
Expression in Nacktmäuse 
Um in vivo zu untersuchen, welchen Einfluss die HtrA1-Expression auf die Tumorbildung hat, wurde 
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Für das Experiment wurden 5x106-Zellen in die Flanken von NOD/SCID-Mäusen subkutan 
injiziert. Die Tumorgröße wurde etwa alle drei Tage zweidimensional mit Hilfe einer 
Schiebelehre bestimmt. Der Tumorverlauf ist in Abb. 4.37 dargestellt.  
In Abb. 4.37 ist zu erkennen, dass das Tumorwachstum bis Tag 19 keine Unterschiede 
zwischen den HCT116 p50 Leervektorzellen und den HCT116 p50 HtrA1-Zellen zeigt. 
Aufgrund der zu hohen Tumorlast für die Mäuse ab Tag 23 musste der Versuch 
abgebrochen werden. An Tag 23 ist die mittlere Größe der Tumore, die nach Injektion der 
HCT116 p50 HtrA1-Zellen entstanden sind, um Faktor 2,2 kleiner. Dieser Unterschied ist 
jedoch, wie an der hohen Standardabweichung zu erkennen ist, nicht signifikant. 
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5 Diskussion 
5.1 Die HtrA1-Genexpression ist epigenetisch reguliert 
Die Expression von HtrA1 ist in verschiedenen Tumorarten herunter reguliert (Shridhar et al. 
2002, Bowden et al. 2006, Baldi et al. 2002, Baldi et al. 2008). Im Rahmen dieser Arbeit 
sollte der Mechanismus, der für die Repression der HtrA1-Genexpression verantwortlich ist, 
identifiziert werden. 
Die Expression von Genen wird auf verschiedenen Ebenen reguliert. Auf Ebene der 
Epigenetik beeinflussen die DNA-Methylierung und die Modifikation distinkter 
Aminosäurereste von Histon-Proteinen die Genexpression. Um Anhaltspunkte für die 
Regulation des HtrA1-Gens zu bekommen, wurde eine in silico-Analyse der Promotorregion 
durchgeführt, um potentielle CpG islands innerhalb der Promotorregion zu identifizieren. Die 
Analyse zeigte, dass sowohl der humane, als auch der murine HtrA1-Promotor eine CpG 
island aufweisen. Die humane CpG island erstreckt sich von -700 bp bis 502 bp, die murine 
von -260 bp bis 604 bp (4.1). Das Vorhandensein dieser CpG island ließ vermuten, dass 
epigenetische Mechanismen direkt oder indirekt für die transkriptionelle Regulation des 
HtrA1-Gens von Bedeutung sind. Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden 
weiterführende Experimente, die Hinweise auf eine solche Regulation geben können, 
durchgeführt. 
5.1.1 Epigenetische Pharmazeutika steigern die HtrA1-Expression 
in Kolonkarzinomzelllinien 
Um der Fragestellung nachzugehen, ob epigenetische Mechanismen für die Regulation der 
HtrA1-Expression eine Rolle spielen, wurden zunächst verschiedene 
Kolonkarzinomzelllinien, die sich anhand ihres HtrA1-Expressionslevels unterscheiden, mit 
5-Aza-dC, einem DNA-Methyltransferaseinhibitor behandelt. 5-Aza-dC wird als 
Nucleosidanalogon in die DNA inkorporiert und bildet einen kovalenten Komplex mit DNMT1, 
was den Verlust der DNA-Methyltransferaseaktivität zur Folge hat (Christman 2002). Die 
5-Aza-dC-Behandlung der Zellen führte in SW480- und SW620-Zellen zu keinen 
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signifikanten Änderungen der HtrA1-Expression. In HCT116 war die HtrA1-Expression nach 
der Behandlung jedoch stark erhöht, wobei die Expressionssteigerung abhängig von der 
5-Aza-dC Dosis war. Generell führt die Behandlung mit 5-Aza-dC nur dann zu einer 
Aktivierung der Genexpression, wenn das jeweilige Gen durch Hypermethylierung inaktiviert 
ist. Die Tatsache, dass die 5-Aza-dC-Behandlung in HCT116-Zellen eine Steigerung der 
HtrA1-Expression zur Folge hat, in den SW480- und SW620-Zellen jedoch nicht, könnte 
demzufolge auf der Inaktivität des Promotors beruhen, die in SW480- und SW620-Zellen 
nicht besteht.  
Um Hinweise auf die Aktivität des HtrA1-Promotors in den verschiedenen Zelllinien zu 
erhalten, wurden die mRNA-Expressionslevel von HtrA1 bestimmt und verglichen. Dabei 
zeigte sich, dass die mRNA-Expression von HtrA1 in HCT116-Zellen im Vergleich zu den 
anderen Zelllinien erheblich vermindert war (4.2). Dieses Ergebnis bestätigt, dass der HtrA1-
Promotor in den HCT116-Zellen inaktiviert ist und demzufolge durch 5-Aza-dC-Behandlung 
reaktiviert werden kann. 
Um die Rolle epigenetischer Mechanismen für die Expressionsregulation von HtrA1 weiter zu 
analysieren, wurden die Kolorektalkarzinomzelllinien neben 5-Aza-dC auch mit dem 
Histondeacetalyse-Inhibitor Trichostatin A behandelt. Diese Behandlung führt durch 
Hemmung der Histondeacetylasen (HDACs) zu einer globalen Histonacetylierung innerhalb 
der Zelle. Wenn die Histonacetylierung eine Rolle in der HtrA1-Expression spielen würde, 
wäre eine Steigerung der HtrA1-Expression zu erwarten. In HCT116-Zellen und SW620-
Zellen führte die TSA-Behandlung jedoch zu einer Reduktion der HtrA1-Expression um 
Faktor 2,4 bzw. 2,6. In SW480-Zellen wurde die HtrA1-Expression um Faktor 1,8 herunter 
reguliert. Diese Beobachtung ist möglicherweise auf einen weiteren Effekt von TSA 
zurückzuführen, welches nicht nur die Histondeacetylaseinhibition vermittelt. Yoshida und 
Beppu haben 1988 gezeigt, dass Mausfibroblasten nach TSA-Behandlung in der G1- und 
der G2M-Phase des Zellzyklus arretiert werden. (Yoshida, Beppu 1988) Ein Arrest in der 
G1-Phase konnte auch für Kolonkarzinomzelllinien beobachtet werden (Flatmark et al. 
2006). Untersuchungen der zellzyklusabhängigen Expression von HtrA1 haben außerdem 
ergeben, dass die Genexpression von HtrA1 in der G1-Phase vermindert ist (Nina Schmidt, 
unpublizierte Daten). Demnach ist die Reduktion der HtrA1-Expression in den TSA-
behandelten Zelllinien möglicherweise auf einen TSA-vermittelten Zellzyklusarrest 
zurückzuführen.  
Die Kombinationsbehandlung der Zelllinien mit 5-Aza-dC und TSA bewirkte bei SW480- und 
SW620-Zellen, wie die Einzelbehandlung mit 5-Aza-dC, eine Reduktion der HtrA1-
Expression. In HCT116-Zellen hingegen verstärkte es die Expressionssteigerung (4.3). In 
SW620 und SW480 kommt hier möglichweise wiederum der Effekt der Zellzyklusarretierung 
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durch TSA und die Tatsache, dass der Promotor in diesen Zellen aktiv ist, zum Tragen. In 
den HCT116-Zellen hingegen ist die verstärkte Expressionssteigerung vermutlich auf die 
Inhibition der HDACs zurückzuführen. Das Zusammenwirken der globalen DNA-
Demethylierung durch 5-Aza-dC und der Histonacetylierung durch TSA vermittelt 
wahrscheinlich eine dramatische Veränderung der Chromatinstruktur, was die Zugänglichkeit 
der HtrA1-Promotorregion und demnach die Transkription erhöht.  
5.1.2 Der HtrA1-Promotor ist in HCT116-Zellen hypermethyliert 
Zur weiteren Untersuchung der DNA-Methylierung als möglichen Mechanismus der 
aberranten Genexpression von HtrA1 in Tumorzellen wurden zwei Bereiche innerhalb der 
CpG island des HtrA1-Promotors hinsichtlich der Methylierung an CpG-Stellen untersucht. 
Dafür wurde die 1992 von Frommer entwickelte Methode der Bisulfit-Sequenzierungs-PCR 
verwendet (3.2.1.16) (Frommer et al. 1992).  
In den analysierten Regionen konnte eine Hypermethylierung des HtrA1-Promotors in 
HCT116-Zellen detektiert werden. SW620-, SW480- und U-373MG-Zellen hingegen wiesen 
eine fast vollständige Demethylierung des HtrA1-Promotors auf (4.4). Die Methylierung des 
HtrA1-Promotors in HCT116-Zellen korreliert außerdem mit einer stark verminderten HtrA1-
mRNA-Expression in diesen Zellen (4.2).  
Bisher wurde die Herunterregulation von HtrA1 in Ovarialkarzinomen (Shridhar et al. 2002), 
Endometrialkarzinomen (Bowden et al. 2006), Melanomen (Baldi et al. 2002) und 
Mesotheliomen (Baldi et al. 2008) gezeigt. Die Hypermethylierung des HtrA1-Promotors in 
Verbindung mit einer stark inhibierten HtrA1-Expression in HCT116-Zellen bringt HtrA1 zum 
ersten Mal mit der Entwicklung des Kolonkarzinoms in Verbindung. Die verminderte 
Expression von HtrA1 könnte neben den erwähnten Tumorerkrankungen auch für die 
Tumorigenese des Kolorektalkarzinoms von Bedeutung sein. 
Im Verlauf der Krebsentstehung wird die aberrante Methylierung häufig in CpG islands 
beobachtet, die zur Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen führt. In der Vergangenheit 
wurde gezeigt, dass die Überexpression von HtrA1 mit der Inhibition der Zellproliferation in 
Verbindung steht (Shridhar et al. 2002), (Zupkovitz et al. 2006). Dementsprechend wurde 
HtrA1 als potentieller Tumorsuppressor angesehen. Der Nachweis der 
Promotorhypermethylierung im Rahmen dieser Arbeit unterstützt die Vermutung, dass HtrA1 
während der Tumorigenese als Tumorsuppressor fungiert. 
Die verminderte HtrA1-Expression in Tumorgewebe ist für Krebserkrankungen jedoch nicht 
nur aufgrund ihrer tumorsuppressiven Eigenschaften von Bedeutung. Die Herunterregulation 
der HtrA1-Expression bei Patienten, die an Ovarialkrebs leiden, vermindert die cytotoxischen 
Diskussion      123 
Eigenschaften von Cisplatin und Taxol. Die Re-Expression von HtrA1 führte wiederum zu 
einer Verstärkung der Cisplatin- und Taxol-induzierten Cytotoxizität (Chien et al. 2006). Im 
Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass epigenetische Pharmazeutika die HtrA1-
Expression wiederherstellen können. Die Behandlung mit 5-Aza-dC könnte demnach einen 
denkbaren Ansatz für die Behandlung von Patienten darstellen, die aufgrund der 
verminderten HtrA1-Expression eine geringere Sensitivität gegenüber Chemotherapeutika 
aufweisen. Die Behandlung mit epigenetischen Pharmazeutika, die die HtrA1-Expression 
wiederherstellen, könnte möglicherweise zu einer Wiederherstellung der Chemosensitivität 
führen. In der Vergangenheit wurde bereits gezeigt, dass die Kombinationsbehandlung mit 
Chemotherapeutika und epigenetischen Pharmazeutika die Chemosensitivität 
wiederherstellen kann. Cisplatin-resistente Ovarialkarzinomzellen, deren MLH1-Promotor 
(MutL homolog 1) hypermethyliert ist, wurden beispielsweise nach 5-Aza-dC-vermittelter 
MLH1-Re-Expression wieder sensitiv gegenüber Cisplatin (Phesse et al. 2008). HSulf-1 
(Heparan Sulfate Glycosaminoglycan-6-O-endosulfatase), dessen Expression ebenfalls 
durch CpG island-Hypermethylierung in Ovarialkarzinomzellen reprimiert ist und mit einer 
Chemoresistenz gegenüber Cisplatin korreliert, kann ebenso durch 5-Aza-dC-Behandlung in 
Zellkulturzellen re-exprimiert werden. Die Re-Expression geht wiederum einher mit einer 
gesteigerten Cisplatin-Sensitivität (Staub et al. 2007). Die Kombinationsbehandlung mit 
Chemotherapeutika und epigenetischen Pharmazeutika könnte somit eine potentielle 
Strategie für die Behandlung von Patienten, die eine auf die verminderte HtrA1-Expression 
zurückzuführende Chemosensitivität ausgebildet haben, darstellen.  
Die Mechanismen, die für die aberrante DNA-Methylierung in den CpG islands von 
Tumorsuppressorgenen verantwortlich sind, konnten noch nicht identifiziert werden. 
Inzwischen konnten jedoch ätiologische Faktoren ausgemacht werden, die zu der DNA-
Hypermethylierung beitragen können. Die chronische Exposition humaner epithelialer 
Bronchialzellen gegenüber Karzinogenen aus Tabak führt beispielsweise zur 
Hypermethylierung einiger Tumorsuppressorgene, wie z.B. CDH1 (Cadherin 1) und 
RASSF2A (ras association domain family protein 2 isoform A). Wird DNMT1 vor der 
Exposition ausgeschaltet, werden einige der Tumorsuppressorgene nicht mehr 
hypermethyliert. Demnach spielt DNMT1 eine Rolle für den Mechanismus der 
Hypermethylierung (Damiani et al. 2008).  
Reaktive Sauerstoffspezies (RSS), die häufig bei chronischen Entzündungen auftreten, 
können ebenfalls die DNA-Methylierung beeinflussen, da halogenierte Pyrimidine, eine Form 
der RSS-induzierten DNA-Schäden, Analoga von 5-Methyl-Cytosin darstellen und die 
DNMT1-vermittelte CpG-Methylierung in vitro und in vivo stimulieren (Valinluck, Sowers 
2007, Lao et al. 2009). Bei der Untersuchung eines Mausmodells für chronische 
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entzündliche Darmerkrankungen wurde gezeigt, dass 60% der Gene, die bei 
Kolonkarzinomen hypermethyliert sind, auch in entzündetem Gewebe, das die Vorstufe für 
die Entstehung von Krebs darstellen kann, aberrant methyliert sind (Hahn et al. 2008). 
O‟Hagen und Kollegen haben die Bedeutung der DNA-Schäden für die DNA-Methylierung 
anhand eines Zellkulturmodells untersucht. Sie induzierten einen DNA-Doppelstrangbruch 
innerhalb der CpG island eines exogenen E-Cadherin-Promotorkonstruktes. Der DNA-
Doppelstrangbruch führte zur Rekrutierung von Histondeacetylasen und transkriptioneller 
Repression (O'Hagan, Mohammad & Baylin 2008). Außerdem wurde die DNA 
hypermethyliert. Diese Untersuchungen zeigen, dass die de novo DNA-Methylierung 
während der Kanzerogenese durch DNA-Schäden, die aus assoziierten 
Entzündungsprozessen resultieren, entstehen könnten.  
Neben  der Bedeutung von DNA-Schäden für die aberrante DNA-Methylierung wurden in der 
Vergangenheit auch die microRNAs (miRNA) mit der DNA-Methylierung in Verbindung 
gebracht. Diese einzelsträngigen DNA-Moleküle mit einer Länge von etwa 21 nt regulieren 
die Genexpression durch partielle komplementäre Hybridisierung mit der 3„-UTR von 
mRNAs, was die translationale Repression oder Zerstörung der mRNA zur Folge hat. 
Mindestens zwei miRNA-Familien beeinflussen  die Expression von DNMTs. Die 
miR-29-Familie beispielsweise vermittelt die direkte Repression von DNMT3A und DMT3B-
Transkripten. In Lungenkrebszellen ist der miR-29-Locus jedoch hypermethyliert und 
transkriptionell reprimiert, was zu einer erhöhten Expression von DNMT3A und DNMT3B 
führt. Die Wiederherstellung der miR-29-Familie in den Lungenkrebszellen induzierte die 
DNA-Demethylierung und reduzierte die Zellproliferation und Tumorigenität. (Fabbri et al. 
2007). Diese Ergebnisse machen das komplexe interdependente Zusammenwirken von 
miRNAs und DNA-Methylierung deutlich.  
Bisher gibt es noch keine Hinweise darauf, inwieweit die Exposition gegenüber 
Karzinogenen, RSS, DNA-Schäden oder miRNAs bei der Hypermethylierung des HtrA1-
Promotors eine Rolle spielen. In Zukunft müssen weiterführende Experimente zeigen 
inwieweit die genannten Mechanismen für die aberrante Methylierung des HtrA1-Promotors 
im Verlauf der Krebsentstehung von Bedeutung sind.  
5.1.3 Der HtrA1-Promotor ist in Polypen aus APCMin/+-Mäusen 
hypermethyliert 
In HCT116-Zellen, einer Kolorektalkarzinomzelllinie, ist der HtrA1-Promotor hypermethyliert 
und die HtrA1-Expression inhibiert. HtrA1 könnte demnach potentiell für die Entstehung von 
Kolonkarzinomen von Bedeutung sein. Um diese Annahme zu untersuchen, wurde 
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genomische DNA, die aus den Polypen von APCMin/+-Mäusen isoliert wurde, hinsichtlich der 
Methylierung des HtrA1-Promotors untersucht. Die APCMin/+-Mäuse sind heterozygot für eine 
Mutation innerhalb des APC-Gens. Diese Mutation führt zu einem verkürzten Genprodukt. 
Eine ähnliche Mutation ist bei Patienten, die an Familiärer Adenomatöser Polyposis (FAP) 
leiden und bereits in jungen Jahren zahlreiche Darmpolypen entwickeln, aus denen sich im 
Laufe der Zeit Tumore entwickeln können, zu finden. In den APCMin/+-Mäusen wird der 
Krankheitsverlauf nachgeahmt, d.h. die Mäuse entwickeln ebenfalls sehr früh zahlreiche 
Darmpolypen.  
Die HtrA1-Methylierung wurde in insgesamt 13 Polypen im Bereich zwischen -252 bp und 
-12 bp innerhalb der CpG island des Promotors untersucht. Dabei konnte in vier Polypen 
eine Methylierung des HtrA1-Promotors nachgewiesen werden (4.5 und 4.6).  
Die Entwicklung des Kolorektalkarzinoms erfolgt über verschiedene Stufen. Die analysierten 
Polypen entsprechen dem Adenom-Stadium, also der Vorstufe zum Carcinom. Die Tatsache, 
dass HtrA1 in einigen Polypen bereits in diesem Stadium methyliert ist, deutet wiederum auf 
eine Bedeutung von HtrA1 für die Entwicklung des Kolorektalkarzinoms hin.  
Für vier der analysierten Polypen, Nummer 13, 18, 22 und 101, war außerdem RNA 
verfügbar, die hinsichtlich der HtrA1-mRNA-Expression untersucht werden konnte. In allen 
vier Polypen war die RNA-Expression im Vergleich zu der HtrA1-Expression in MEF-Zellen 
reduziert. Besonders deutlich war die Reduktion bei Polyp 101 und Polyp 18, die eine 
Hypermethylierung des HtrA1-Promotors aufweisen (4.6). Diese Ergebnisse bestätigen die 
Korrelation zwischen der HtrA1-Expression und der HtrA1-Promotorhypermethylierung, die 
bereits in den Kolonkarzinomzelllinien beobachtet werden konnte.  
Trotz der Methylierung des HtrA1-Promotors in den Polypen 101 und 18, unterscheiden sich 
die Polypen in ihrem HtrA1-Expressionslevel jedoch untereinander, genau wie die HtrA1-
Expressionslevel in den Polypen 13 und 22, die einen unmethylierten HtrA1-Promotor 
aufweisen. Ebenso unterscheiden sich die Zelllinien SW480, SW620 und U-373MG in ihrem 
HtrA1-Expressionslevel. Sie weisen jedoch alle einen unmethylierten HtrA1-Promotor auf. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass neben der DNA-Methylierung noch andere Mechanismen für 
die Genexpressionsregulation von HtrA1 von Bedeutung sein müssen. Neben der DNA-
Methylierung sind wahrscheinlich Transkriptionsfaktoren in die Genexpressionsregulation 
involviert. 2006 wurde gezeigt, dass AP2α (adaptor-related protein complex 2 alpha)  und 
SRF (serum response factor) an den HtrA1-Promotor binden können (Dewan et al. 2006). In 
silico-Analysen der HtrA1-Promotorregion haben außerdem das Vorhandensein von 
Bindestellen für Transkriptionsfaktoren der Sp-Familie vorhergesagt (Dewan et al. 2006). Die 
Mitglieder der Familie der Sp-Transkriptionsfaktoren binden GC-reiche DNA Sequenzen. 
Untersuchungen von Sp1 haben außerdem gezeigt, dass die Bindung von Sp1 an die DNA-
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Bindestelle und die Transkriptionsaktivierung unabhängig vom Vorhandensein der 
Methylierung innerhalb der Konsensussequenz ist (Holler et al. 1988). In Zukunft müssen 
weiterführende Experimente zeigen, welche Transkriptionsfaktoren in die Regulation der 
HtrA1-Genexpression involviert sind, wie diese Mechanismen reguliert sind und wie sie mit 
den epigenetischen Mechanismen zusammenwirken. 
5.1.4 MBD2 reguliert die Genexpression von HtrA1 
Die bisher präsentierten Ergebnisse konnten zeigen, dass die HtrA1-Genexpression durch 
die Methylierung der Promotorregion reguliert werden kann. Wie die Interpretation des DNA-
Methylierungssignals in die Genexpressionsregulation erfolgt, sollte mit weiteren 
Experimenten untersucht werden. Im Allgemeinen stellt die Familie der MBD-Proteine eine 
direkte Verbindung zwischen der DNA-Methylierung und der Etablierung der repressiven 
Chromatinstruktur dar (Bird, Wolffe 1999). Drei Mitglieder der Proteinfamilie, MBD1, MBD2 
und MeCP2 vermitteln über eine Transkriptionsrepressordomäne die Repression der 
Transkription (Wade 2001). Bisher ist unbekannt, ob die MBD-Proteine eine Rolle für die 
Regulation der HtrA1-Expression spielen. Hinweise auf eine mögliche Beteiligung von MBD2 
lieferte die cDNA Microarray-Analyse von MBD2-/--Mäusen, die in der Arbeitsgruppe von 
Prof. Alan Clarke durchgeführt wurde. Innerhalb dieser Untersuchungen wurde HtrA1 als 
differentiell exprimiertes Gen identifiziert. Die HtrA1-Genexpression war in den MBD2-/--
Mäusen hoch reguliert. Dieses Ergebnis impliziert, dass HtrA1 ein potentielles Zielgen von 
MBD2 ist. Um die Rolle von MBD2 für die Regulation der HtrA1-Genexpression weiter zu 
analysieren, wurden HCT116-Zellen, in denen die HtrA1-Promotorregion hypermethyliert ist, 
und SW620-Zellen, die einen unmethylierten HtrA1-Promotor aufweisen, viral mit shMBD2-
Konstrukten transduziert. Diese Transduktion führte sowohl in den HCT116-Zellen, als auch 
in den SW620-Zellen zu einer signifikanten Reduktion der MBD2-Expression. Die Expression 
von MBD1 und MeCP1, die ebenfalls in der Lage sind an methylierte DNA zu binden, wurde 
hingegen nicht beeinflusst.  
In HCT116-Zellen ging die spezifische MBD2-Repression mit der Stimulation der HtrA1-
Expression einher, in SW620-Zellen war die Genexpression von HtrA1 nach Suppression 
von MBD2 hingegen unverändert (4.7). Die Transduktion der unspezifischen nonsense RNA 
shRNA hatten ebenfalls keinen Einfluss auf die HtrA1-Expression. Diese Ergebnisse 
implizieren, dass MBD2 ein negativer Regulator der methylierungsabhängigen HtrA1-
Genexpression ist. Die MBD2-vermittelte methylierungsabhängige Rekrutierung der 
Transkriptionsrepressionsmaschinerie spielt wahrscheinlich eine wichtige Rolle für die 
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Regulation der HtrA1-Expression. In Zellen, die keine Methylierung des HtrA1-Promotors 
aufweisen, hat die Suppression von MBD2 hingegen keinen Effekt auf die HtrA1-Expression.  
Die Tatsache, dass die Expression von MBD1 und MeCP2 als Antwort auf den Verlust von 
MBD2 nicht gesteigert wird und dass die Suppression von MBD2 ohne Beeinflussung der 
MBD1- und MeCP2-Expression ausreicht, um die HtrA1-Expression zu steigern, lassen 
weiterhin vermuten, dass MBD1 und MeCP2 nicht in der Lage sind, anstelle von MBD2 die 
Repression der HtrA1-Genexpression zu vermitteln. Eine spezifische Assoziation von MBD2 
an die Promotorregion bestimmter Gene konnte in der Vergangenheit z.B. für p14/p16 
(Magdinier, Wolffe 2001), 14-3-3σ (Pulukuri, Rao 2006) und hTERT (Chatagnon et al. 2009) 
gezeigt werden. Bisher konnte allerdings noch nicht geklärt werden, wie die Rekrutierung der 
MBD-Proteine an spezifische Promotoren reguliert ist. Die Bereiche der MBD-Proteine, die 
sich außerhalb der Methyl-CpG-bindenden Domäne befinden, spielen möglicherweise eine 
wichtige Rolle für die spezifische MBD-Rekrutierung an die Promotorregionen. 
Wahrscheinlich sind außerdem Faktoren, die neben den MBDs Bestandteil der 
Proteinkomplexe sind und die Repression der Transkription vermitteln, für die Spezifität der 
Bindung an bestimmte Gene verantwortlich. Dafür spricht, dass der MeCP1-Komplex, der 
neben anderen Faktoren auch MBD2 enthält, mindestens 12 konsekutive Methyl-CpGs für 
die Bindung erfordert (Lewis et al. 1992). Freies MBD2 benötigt hingegen nur ein Methyl-
CpG (Bird, Wolffe 1999). Weiterhin können die spezifischen Bindungseigenschaften der 
MBD-Proteine die Bindung an bestimmte Gene beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, 
dass bei der Bindung der MBD-Proteine an bestimmte DNA-Sequenzen die Abstände der 
Methyl-CpGs und der lokale Sequenzkontext eine Rolle spielen (Fraga et al. 2003).  
5.2 MBD2 als potentieller Angriffspunkt für die Etablierung 
neuer Therapiestrategien für Krebserkrankungen 
Die Methylierung von DNA stellt einen reversiblen Prozess dar. Diese Tatsache hat dazu 
geführt, Inhibitoren der DNA-Methylierung, welche die Reaktivierung von reprimierten Genen 
vermitteln, als potentielle Therapeutika für die Behandlung von Krankheiten, bei denen eine 
aberrante DNA-Methylierung eine Rolle spielt, wie z.B. Krebs, anzusehen. Untersuchungen 
von APCMin/+-Mäusen haben gezeigt, dass die Adenomentwicklung stark supprimiert ist, 
wenn die Expression von DNMT1 durch genetische Modulation vermindert wird (Eads, Nickel 
& Laird 2002). Die konditionale Inaktivierung von DNMT3B in APCMin/+-Mäusen inhibiert 
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außerdem die Bildung makroskopischer Adenome (Lin et al. 2006). Obwohl experimentell die 
Bedeutung der DNMTs für die Tumorigenese gezeigt werden konnte und DNA-
Methylierungsinhibitoren, wie z.B. 5-Aza-dC, verfügbar waren, hat es sehr lange gedauert bis 
diese Pharmazeutika in der Klinik zum Einsatz kamen. Gründe dafür waren u.a. Probleme 
bei der Spezifität der Substanzen und toxische Effekte bei Verabreichung hoher Dosen. 
Inzwischen wurde gezeigt, dass geringere Dosen von 5-Aza-dC die DNA-Hypomethylierung 
im Tumor effizienter induzieren und zu besseren präklinischen Effekten führen (Kantarjian, 
Issa 2005). Trotz der Schwierigkeiten mehren sich die Berichte über Verbesserungen, was 
die mittlere Lebenserwartung und die Tumorprogression nach Behandlung mit 5-Aza-dC 
betrifft (Kantarjian et al. 2006). Dennoch bleiben Bedenken, was die Behandlung mit 
DNMT1-Inhibitoren betrifft, da diese möglicherweise auch toxische Effekte auf normale 
Zellen hat, wie verschiedene Experimente vermuten lassen. Die Inaktivierung von DNMT1 im 
Mausmodell ist beispielsweise letal (Li, Bestor & Jaenisch 1992). Außerdem geht der Verlust 
von DNMT1 in Fibroblasten mit der p53-abhängigen Induktion der Apoptose einher 
(Jackson-Grusby et al. 2001). Möglicherweise hat die Behandlung mit DNMT1-Inhibitoren in 
einigen Geweben auch protumorigene Effekte, da z.B. in DNMT1-defizienten Stammzellen 
die Mikrosatelliteninstabilität erhöht ist (Kim et al. 2004). Weiterhin entwickeln Mäuse mit 
einem hypomorphen DNMT1, die nur 10% des normalen DNMT1 exprimieren, nach 4-8 
Monaten aggressive T-Zell-Lymphome (Gaudet et al. 2003). APCMin/+-Mäuse mit einem 
hypomorphen DNMT1 bilden, trotz der Reduktion makroskopischer intestinaler Adenome, 
vermehrt Mikroadenome und Lebertumore aus (Yamada et al. 2005). Aufgrund dieser 
Ergebnisse wurde die Möglichkeit diskutiert,  besser die Proteine als therapeutische Ziele in 
Betracht zu ziehen, welche die DNA-Methylierungsmuster interpretieren, statt das DNA-
Methylierungsmuster selbst zu modifizieren. Da in der Vergangenheit gezeigt werden konnte, 
dass MBD2 in der Lage ist an die methylierten Promotoren einiger Tumorsuppressorgenen 
zu binden, stellt es einen derartigen interessanten Angriffspunkt für die Etablierung neuer 
Therapie- oder Präventionsstrategien zur Behandlung von Krebserkrankungen dar. Im 
Gegensatz zu der Inaktivierung von DNMT1 im Mausmodell, ist der Knock-Out von MBD2 
nicht letal. Die Mäuse weisen normale Imprinting- und Methylierungsmuster auf (Hendrich et 
al. 2001). Die Kreuzung des MBD2-Knock-Outs in den APCMin/+-Hintergrund führt außerdem 
nicht, wie bei den APCMin/+-Mäusen mit einem hypomorphen DNMT1, zu einer Steigerung der 
Lymphomagenese (Sansom et al. 2005). Diese Daten indizieren, dass Therapiestrategien, 
die auf die Inhibition von MBD2 abzielen, nicht zu denselben Bedenken, wie die Inhibition 
von DNMT1 führen. Vielversprechend war außerdem die Beobachtung, dass 
sequenzspezifische Antisense-Inhibitoren von MBD2 das Wachstum von Lungenkarzinom- 
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und Kolorektalkarzinomzelllinien in vitro und in einem Xenograft-Mausmodell inhibieren 
konnten (Campbell, Bovenzi & Szyf 2004). 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass MBD2 in die 
Genexpressionsregulation von HtrA1, das tumorsuppressive Eigenschaften besitzt und in 
einer Kolonkarzinomzelllinie und einigen Polypen von APCMin/+-Mäusen hypermethyliert wird, 
involviert ist. Diese Ergebnisse unterstützen die Ansicht, dass MBD2 einen interessanten 
potentiellen Angriffspunkt für neue Therapien zur Behandlung von Krebserkrankungen 
darstellt.  
5.2.1 Die Interaktion zwischen MBD2 und methylierter DNA kann 
durch DNA-interkalierende Substanzen inhibiert werden 
Die Inhibition der Interaktion zwischen MBD2 und methylierter DNA ist ein potentieller 
Therapieansatz für die Behandlung von Krebserkrankungen. Um spezifische Inhibitoren zu 
identifizieren, wurde von Prof. Dr. Alan Clarke ein HTS (High Throughput Screen) 
durchgeführt. Dabei wurden verschiedene Substanzen identifiziert, die in der Lage waren die 
MBD2-DNA-Interaktion zu inhibieren. All diese Substanzen wiesen eine ähnliche 
Grundstruktur auf, waren jedoch aufgrund ihrer Toxizität als potentielle Therapeutika nicht 
geeignet. Um andere Inhibitoren der DNA-MBD2-Interaktion zu identifizieren, wurden weitere 
Substanzen, die eine ähnliche Grundstruktur wie die im Rahmen des HTS identifizierten 
Substanzen, aufwiesen, auf ihre Fähigkeit zur MBD2-Inhibition hin untersucht. Dazu wurde 
zunächst ein EMSA etabliert, der die Analyse der MBD2-Bindung an DNA ermöglicht. 
5.2.1.1 MBD2 bindet in vitro an methylierte DNA 
Mit Hilfe des EMSAs wurde gezeigt, dass rekombinant hergestelltes MBD2b in der Lage ist 
an kurze DNA-Oligonucleotide zu binden, wenn diese im Zentrum ein methyliertes Cytosin 
aufweisen und das stöchiometrische Verhältnis von MBD2 und DNA bei 1:1 liegt (4.10). Für 
die Untersuchungen wurden zwei verschiedene DNA-Oligonucleotide verwendet. Eins der 
Oligonucleotide entsprach dem DNA-Oligonucleotid, welches von Ohki 2001 für die NMR-
Strukturanalyse der MBD von MBD1 in Komplex mit methylierter DNA verwendet wurde. Da 
die MBD innerhalb der MBD-Proteinfamilie hochkonserviert ist (Abb. 5.1) wurde dieses DNA-
Oligonucleotid als Positivkontrolle für den EMSA verwendet.  
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Abb. 5.1: Protein- und Oligonucleotidsequenzen 
(A) Sequenz-Alignment der MBDs der MBD-Familienmitglieder aus Mensch (m), Maus (m), und 
Xenopus laevis (x). Die Nummerierung ist dargestellt für das humane MBD1 (oben) und das humane 
MeCP2 (unten). Konservierte Aminosäurereste sind eingerahmt, wobei rot-markierte Reste mit DNA-
Basen und grau-markierte mit dem DNA-Rückgrat interagieren. Sekundärstrukturelemente des 
humanen MBD1 innerhalb des MBD1-DNA-Komplexes sind oberhalb der Sequenz angegeben. Reste, 
die für die DNA-Bindung von Bedeutung sind, sind markiert (*). (B) Oligonucleotidsequenz, die von 
Ohki für die NMR-Strukturanalyse von MBD1 in Komplex mit methylierter DNA und in dieser Arbeit für 
die Etablierung des EMSAs verwendet wurde (Ohki et al. 2001). 
Wie die MBD von MBD1 (Ohki et al. 2001) bindet MBD2b methylierungsabhängig an dieses 
DNA-Oligonucleotid. Demnach ist das rekombinant hergestellte MBD2b unter den gewählten 
experimentellen Bedingungen in der Lage, zwischen methylierter und unmethylierter DNA zu 
unterscheiden (4.10). Die Tatsache, dass MBD2b wie MBD1 an das gewählte DNA-
Oligonucleotid binden kann, unterstützt außerdem die Vermutung, dass die Erkennung der 
Methyl-CpGs über einen ähnlichen Mechanismus erfolgt. Anhand der NMR-Struktur 
postulierte Ohki, dass die MBDMBD1 über einen hydrophoben Bereich direkt mit den 
Methylgruppen an der DNA interagiert (Ohki et al. 2001). 2008 lieferte die 
Röntgenstrukturanalyse ein anderes Modell für die Bindung der MBD von MeCP2 an 
methylierte DNA. Anhand der Struktur wurde postuliert, dass die MBD Wassermoleküle in 
der großen Furche der methylierten DNA erkennt, statt der Cytosinmethylierung per se (Ho 
et al. 2008). Die Beteiligung von Wassermolekülen wurde bei der NMR-Analyse der MBDMBD1 
nicht in Betracht gezogen. Wenn die Aminosäurereste innerhalb der MBDMeCP2, die mit den 
Wassermolekülen interagieren, durch Mutagenese so ausgetauscht werden, dass keine 
Interaktion mehr stattfinden kann, ist die CpG-Bindung reduziert. In den MBDs von MBD1 
und MBD3 führen die Mutationen der äquivalenten Aminosäuren zu ähnlichen Effekten. 
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Demnach stellt die Assoziation der MBD an Wassermoleküle während der Methyl-CpG-
Bindung vermutlich einen generellen Mechanismus dar (Ho et al. 2008).  
Für den EMSA wurde außerdem ein DNA-Oligonucleotid verwendet, das einem Teil des 
HtrA1-Promotors entspricht. Dieses DNA-Oligonucleotid wurde ebenfalls in unmethylierter 
Form oder mit einem zentralen methylierten Cytosin im EMSA eingesetzt. MBD2b war in der 
Lage methylierungsabhängig auch an dieses HtrA1-Oligonucleotid zu binden (4.10). Dieses 
Ergebnis zeigt, dass freies MBD2b für die Bindung an DNA lediglich ein methyliertes Cytosin 
benötigt, wobei die flankierenden Sequenzen für die in vitro-Bindung keine große Bedeutung 
zu haben scheinen. In vivo wurde jedoch von einer Präferenz bestimmter MBDs für einzelne 
Promotoren berichtet (Magdinier, Wolffe 2001).  
Mit Hilfe des etablierten EMSAs ist es möglich die Interaktion zwischen MBD2b und 
methylierter DNA zu untersuchen. Demnach eignet er sich für die Untersuchung potentieller 
Inhibitoren der DNA-Bindung von MBD2b.  
5.2.1.2 Die Interaktion von MBD2b mit methylierter DNA kann durch Substanzen, die 
an DNA binden, inhibiert werden 
Mit Hilfe des EMSAs wurden 25 Substanzen hinsichtlich ihrer Fähigkeit, die Bindung von 
MBD2 an methylierte DNA zu inhibieren, untersucht. Dabei konnten drei Substanzen 
identifiziert werden, die in der Lage waren die Interaktion zwischen MBD2b und DNA zu 
inhibieren. (4.11). Substanz YKS01178 war der stärkste Inhibitor der MBD2b-Bindung und 
wurde für weiterführende Experimente, die Aufschluss über die Bindungsfähigkeit an DNA 
bzw. MBD2b geben sollten, ausgewählt. Mit Hilfe der isothermalen Titrationskalorimetrie 
(ITC) wurde untersucht, ob Substanz YKS01178 an MBD2b oder an das HtrA1-
Oligonucleotid bindet. Die Untersuchungen ergaben, dass der Inhibitor nicht in der Lage ist 
an MBD2b zu binden. Stattdessen bindet YKS01178 in einer endothermen Reaktion an das 
DNA-Oligonucleotid, das einem Teil des HtrA1-Promotors entspricht (4.12).  
YKS01178 verfügt, wie die anderen getesteten Substanzen, über ein bizyklisches 
Ringsystem, das relativ planar ist. Aufgrund dieser Struktur könnte YKS01178 in der Lage 
sein, in die DNA zu interkalieren. Möglicherweise interkaliert YKS01178 so in die DNA, dass 
MBD2b nicht mehr in der Lage ist an die Methyl-CpGs zu binden. Mit Hilfe der Experimente 
konnte gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen DNA und MBD2b durch Substanzen, 
die an die DNA binden, gehemmt werden kann. 
DNA-Interkalantien, wie z.B. Doxorubicin, werden in der Klinik als Chemotherapeutika bei 
der Behandlung von Krebserkrankungen eingesetzt. Ihr Wirkmechanismus beruht darauf, 
dass nach kovalenter Bindung der Substanz an die DNA die Polymerasen nicht mehr binden 
können. Somit sind Replikation und Transkription inhibiert. Interkalierende 
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Chemotherapeutika werden oft für die Behandlung solider Tumoren eingesetzt. Substanzen 
mit diesem Wirkmechanismus führen jedoch zu starken Nebenwirkungen, da sie die 
Proliferation aller Zellen, insbesondere derer die sich oft teilen, blockieren. Die Toxizität ist 
jedoch dosisabhängig. Dabei wird anhand der Schwere der Tumorerkrankung entschieden, 
welche Dosis bzw. welche Nebenwirkungen bei der Behandlung in Kauf genommen werden. 
Bei der Suche nach Substanzen, die für eine potentielle Therapie, die auf MBD2 abzielt, in 
Frage kommen, wäre es aufgrund der starken Nebenwirkungen von DNA-Interkalantien 
erstrebenswert Inhibitoren zu finden, die nicht an die DNA, sondern an MBD2 binden und 
dessen Interaktion mit Methyl-CpGs inhibieren. Von Interesse wären dementsprechend 
insbesondere Substanzen, welche die Interaktion zwischen MBD und Methyl-CpG stören. 
Bisher ist nicht genau bekannt, inwieweit die Bereiche außerhalb der MBD für die Funktion 
von MBD2 von Bedeutung sind. Möglicherweise eignen sich auch diese Bereiche für die 
Modellierung von inhibitorisch wirksamen Substanzen, die beispielsweise die Interaktion mit 
dem Transkriptionsrepressorkomplex verhindern. 
5.2.1.3 Die DNA-Bindung beeinflusst die Oligomerisierung von MBD2 
MBD2 ist Bestandteil des MeCP1-Transkriptionsrepressorkomplexes (Ng et al. 1999). Dabei 
stellt MBD2 die DNA-bindende Komponente des Komplexes dar. Bisher ist noch unbekannt, 
in welchem oligomeren Zustand MBD2 an die DNA bindet. Aus diesem Grund wurde der 
oligomere Zustand von MBD2 bei Bindung an das HtrA1-Oligonucleotid mit einem zentralen 
methylierten Cytosin mit Hilfe der Gelfiltration analysiert. Die Untersuchung hat ergeben, 
dass das rekombinante MBD2b in Abwesenheit von DNA als Trimer vorliegt. Nach Zugabe 
des HtrA1-Oligonucleotids liegt MBD2b eher als Tetramer vor, wobei angenommen wurde, 
dass ein MBD2b-Molekül an ein DNA-Molekül bindet (4.13.1). Diese Annahme ergab sich 
aus Strukturanalysen, die für die MBDs von MBD1 und MeCP2 durchgeführt wurden (Ohki et 
al. 2001)(Ho et al. 2008). Die funktionelle Bedeutung dieses Oligomers muss in Zukunft 
analysiert werden. Eventuell beeinflusst die Oligomerisierung die Affinität von MBD2b an die 
DNA oder die Bindung anderer Proteine, die für die Regulation der Transkription von 
Bedeutung sind.  
Außerdem wurde der oligomere Zustand der MBD von MBD2 (MBDMBD2) in Abhängigkeit von 
der Bindung an das methylierte HtrA1-Oligonucleotid untersucht. Die Analyse ergab, dass 
die MBDMBD2 in Abwesenheit des DNA-Oligonucleotids als Monomer vorlag. Nach Zugabe 
der DNA änderte sich der oligomere Zustand nicht. Diese Ergebnisse entsprechen den 
Beobachtungen aus den Strukturanalysen von Ohki und Ho, die gezeigt haben, dass die 
monomere MBDMBD1 an ein methyliertes Cytosin bindet. Die Tatsache, dass die MBDMBD2 
nach Zugabe der methylierten DNA keine Veränderung des oligomeren Zustands im 
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Gegensatz zu MBD2b zeigt, weist darauf hin, dass die Oligomerisierung von MBD2b durch 
Bereiche vermittelt wird, welche außerhalb der MBD liegen. Unter Umständen könnte das 
putative coiled coil-Motiv, das sich im Bereich zwischen den Aminosäuren 217 - 239 von 
MBD2 befindet, für die Oligomerisierung von Bedeutung sein. 
In Zukunft muss geklärt werden, ob Oligomere von MBD2b beispielsweise auch innerhalb 
des Proteinkomplexes MeCP1 vorkommen. Möglicherweise ist das Vorhandensein der 
oligomeren Form von MBD2 für die stabile Bildung dieses Komplexes notwendig. Außerdem 
wurde gezeigt, dass MeCP1 im Gegensatz zu MeCP2, bevorzugt an DNA-Regionen, die 
eine sehr hohe Dichte an methylierten CpGs aufweisen, bindet (Meehan et al. 1989). 
Eventuell spielt das Vorhandensein von Oligomeren eine Rolle für die erhöhte Affinität des 
MeCP1-Komplexes gegenüber DNA-Regionen, die eine sehr dichte Methylierung aufweisen.  
Da es sich bei der analysierten Form von MBD2 um eine N-terminal trunkierte Variante 
handelt, bleibt zu untersuchen, ob die Oligomerisierung auch für die vollständige Form von 
MBD2 eine Rolle spielt. Die Beobachtung, dass MBD2b als Oligomer vorliegt, könnte einen 
wichtigen Mechanismus, der für die Funktion von MBD2 von Bedeutung ist, darstellen. Die 
Beeinflussung der Oligomerisierung könnte potentiell ein weiterer Angriffspunkt für die 
Inhibition von MBD2 sein. 
5.2.2 MBD2b ist ein Substrat von HtrA1 
Um zu untersuchen, ob MBD2b ein Substrat von HtrA1 ist, wurde in vitro die proteolytische 
Aktivität des HtrA1 gegenüber MBD2b analysiert. Die Produkte der Reaktion wurden 
anschließend mittels SDS-PAGE analysiert. Die Analyse der Proteolyseprodukte hat gezeigt, 
dass HtrA1 in der Lage ist, MBD2b bereits nach 1 h und bei geringen Enzymkonzentrationen 
zu proteolysieren. Die Reaktion wurde nicht nur mit freiem MBD2b, sondern auch mit 
MBD2b, das an das methylierte HtrA1-Oligonucleotid gebunden ist, durchgeführt. HtrA1 war 
in der Lage, auch das gebundene MBD2b abzubauen. Der Vergleich des Bandenmusters, 
das nach Verdau von ungebundenem MBD2b entstanden ist, mit dem, das bei Verdau des 
DNA-gebundenem MBD2b entstanden ist, hat große Ähnlichkeiten gezeigt. Lediglich eine 
Bande bei etwa 15 kDa wurde in Anwesenheit der DNA etwas schlechter abgebaut. Die 
Identität dieser Bande wurde mittels LC-ESI-MS bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die Bande 
dem N-Terminus des rekombinant hergestellten MBD2b Proteins entspricht und 
hauptsächlich der Methyl-CpG-bindenden Domäne (MBD) von MBD2b entspricht. Die DNA-
Bindung ändert demnach die Zugänglichkeit von MBD2b für HtrA1 insbesondere im Bereich 
der MBD, was zu einer verlangsamten Proteolyse dieses Bereichs führt. 
Diskussion      134 
Um Unterschiede innerhalb des Schnittmusters von HtrA1 in der freien und der gebundenen 
MBD2b-Form zu identifizieren, wurde eine weitere massenspektrometrische Analyse 
durchgeführt. Diese hat ergeben, dass HtrA1 bevorzugt nach hydrophoben Aminosäuren 
schneidet. Eine Präferenz für hydrophobe Aminosäuren wurde auch für DegP ermittelt 
(Spiess, Beil & Ehrmann 1999, Krojer et al. 2008, Kolmar, Waller & Sauer 1996). Bei DegP 
handelt es sich um eine bakterielle Serinprotease, die wie HtrA1 zur Familie der HtrA-
Proteasen gehört. Es ist ein essentieller Faktor für die periplasmatische 
Proteinqualitätskontrolle. 
Die Analyse der Schnittstellen hat außerdem Unterschiede innerhalb des Schnittmusters 
zwischen freiem und DNA-gebundenem MBD2b gezeigt. Die gebundene Form von MBD2b 
wurde an 13 Stellen geschnitten, die in der ungebundenen Form nicht gespalten wurden. 
Drei dieser exklusiven Schnittstellen befinden sich innerhalb der MBD. Die ungebundene 
Form von MBD2b hat neun zusätzliche Schnittstellen, die sich alle außerhalb der MBD 
befinden. Diese Unterschiede innerhalb des Schnittmusters implizieren, dass es nach DNA-
Bindung zu Konformationsänderungen innerhalb von MBD2b kommt. Demzufolge sind einige 
Schnittstellen besser, andere schlechter zugänglich für HtrA1. Da die exklusiven 
Schnittstellen nicht nur innerhalb der MBD auftreten, beschränken sich diese 
Konformationsänderungen wahrscheinlich nicht nur auf die MBD, die direkt mit der 
methylierten DNA interagiert, sondern wirken sich auch auf die übrigen Bereiche von MBD2b 
aus. Bisher sind keine Strukturinformationen dazu verfügbar, welche Konformationsänderung 
die DNA-Bindung bei MBD2b bewirkt.  
Auffällig ist außerdem, dass HtrA1 sehr oft innerhalb des putativen coiled coil-Motivs von 
MBD2b schneidet. Dieses Motiv ist häufig für die Assoziation von Proteinen von Bedeutung. 
Bisher ist noch nicht bekannt, welche Funktion das coiled coil-Motiv für MBD2b hat. 
Möglicherweise ist es für die Bildung von Oligomeren oder die Assoziation mit anderen 
Proteinen von Bedeutung.  
Mit Hilfe der Experimente konnte gezeigt werden, dass MBD2b in vitro ein Substrat von 
HtrA1 darstellt. Innerhalb der Zelle ist MBD2 im Nucleus lokalisiert. Clawson und Kollegen 
konnten 2008 HtrA1 ebenfalls im Zellkern nachweisen (Clawson et al. 2008). Zukünftige 
Experimente müssen zeigen, ob MBD2b auch in vivo von HtrA1 abgebaut werden kann. 
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5.3 Einfluss der Re-Expression von HtrA1 auf 
verschiedene zelluläre Prozesse 
Um mehr Informationen über die funktionelle Bedeutung von HtrA1 in Krebszellen zu 
erhalten, wurde die Genexpression von HtrA1 in HCT116-Zellen, die aufgrund der 
Hypermethylierung des HtrA1-Promotors kaum HtrA1 exprimieren, durch retroviralen 
Gentransfer wiederhergestellt (4.15.1). Mit Hilfe dieser Zellen wurde der Einfluss von HtrA1 
auf verschiedene zelluläre Prozesse analysiert. 
5.3.1 HtrA1 ist sowohl intrazellulär, als auch extrazellulär lokalisiert 
Zunächst wurde die Lokalisation des re-exprimierten HtrA1 mit Hilfe der Konfokalen-Laser-
Raster-Mikroskopie untersucht. Die mikroskopische Untersuchung ergab, dass die HCT116-
Kontrollzellen, die mit dem retroviralen Leervektor transduziert wurden, keine HtrA1-
Expression aufweisen (4.15.2). Die Methylierung des HtrA1-Promotors in den HCT116-
Zellen korreliert demnach nicht nur, wie bereits gezeigt, mit einer Inhibition der mRNA-
Expression, sondern auch der Inhibition der Proteinexpression. Nach Re-Expression ist 
HtrA1 sowohl intrazellulär, als auch extrazellulär lokalisiert (4.15.2). Dabei ist der Großteil der 
HtrA1-Expression außerhalb der Zelle zu beobachten. Frühere Studien haben ebenfalls 
ergeben, dass HtrA1 sowohl außerhalb, als auch innerhalb der Zelle lokalisiert ist. Die 
Untersuchungen von Grau und Kollegen haben gezeigt, dass 20% von HtrA1 intrazellulär 
und 80% extrazellulär lokalisiert sind (Grau et al. 2005). In Plazentazellen wurde die intra- 
und extrazelluläre Lokalisation von HtrA1 durch elektronenmikroskopische Untersuchungen 
gezeigt (De Luca et al. 2004). 2008 zeigten Clawson und Kollegen außerdem, dass HtrA1 
auch innerhalb des Zellkerns vorkommt und dort mit den HPV-Proteinen E6 und E7 
interagieren kann (Clawson et al. 2008). HtrA1 verfügt über eine Signalsequenz und wird 
demnach über den sekretorischen Pfad exportiert. Bisher ist unklar, wie die Lokalisation 
zustande kommt.  
Die Tatsache, dass HtrA1 sowohl intrazellulär als auch extrazellulär ist, impliziert, dass HtrA1 
Substrate im Nucleus, im Cytoplasma und im Extrazellularraum hat. Diese Substrate müssen 
in Zukunft identifiziert werden, um mehr Informationen über die Rolle von HtrA1 innerhalb der 
Zelle zu erhalten.  
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5.3.2 HtrA1 inhibiert die Migration 
Proteasen spielen häufig eine Rolle für die Regulation der Zellmigration und Zellinvasion. Um 
zu untersuchen, ob HtrA1 für die Migration eine Rolle spielt, wurden ein Wundheilungs-
Assay und ein 3D-Migrations-Assay durchgeführt. Dafür wurden die HCT116-Zellen mit 
rekonstituierter HtrA1-Expression und die Kontrollzellen verwendet. Die Zellen mit 
rekonstituierter HtrA1-Expression zeigten in beiden Assays eine verminderte Migration im 
Vergleich zu den Zellen, die mit dem Leervektor transfiziert wurden (4.15.3). Im 
Wundheilungs-Assay war die Wunde, die in der HCT116 p50 HtrA1-Zellschicht erzeugt 
wurde, nach 24 h deutlich größer als die der HCT116 p50 Leervektorzellen. Die Re-
Expression von HtrA1 inhibierte demnach die direktionale Zellmigration im Vergleich zu den 
Kontrollzellen mit Leervektor.  
Die 3D-Migration wurde mit Hilfe eines Assays, der auf dem Prinzip der Boyden-Kammer 
basiert, untersucht. Bei Vorhandensein eines FCS-Gradienten wurde die Migrationsrate der 
HCT116 p50 Leervektorzellen gesteigert, auf die Migrationsrate der HCT116 p50 HtrA1 
Zellen hatte der FCS-Gradient hingegen keinen signifikanten Einfluss (4.15.3.2). Nach 
Verlust der HtrA1-Expression bewirkt das Vorhandensein eines FCS-Gradienten eine 
erhebliche Steigerung der Migrationsrate. Sowohl bei Anwesenheit des FCS-Gradienten, als 
auch ohne Gradient, war die Migrationsrate der Zellen mit rekonstituierter HtrA1-Expression 
im Vergleich zu den Kontrollzellen vermindert. HtrA1 inhibiert demnach die chemotaktische 
und die zufällige Migration. Mit Hilfe dieser Experimente konnte erstmals gezeigt werden, 
dass die Re-Expression von HtrA1 in Kolonkarzinomzelllinien zu einer Inhibition der 
Zellmigration führt. 
In den letzten Monaten wurde HtrA1 auch von anderen Arbeitsgruppen mit der Regulation 
der Zellmigration in Verbindung gebracht. Eine Inhibition der chemotaktischen und zufälligen 
Zellmigration nach Rekonstitution der HtrA1-Expression wurde 2008 beispielsweise von Ajayi 
und Kollegen in Trophoblastenzellen beobachtet. Neben Wildtyp-HtrA1 wurde in dieser 
Studie auch eine proteolytisch inaktive Form von HtrA1 in den Trophoblastenzellen 
exprimiert. Da diese ebenfalls die chemotaktische und zufällige Migration inhibierte, scheint 
die Regulation der Zellmigration durch HtrA1 nicht abhängig von der Proteaseaktivität zu 
sein(Ajayi et al. 2008). 2009 berichteten Chien und Kollegen, dass HtrA1 ein Mikrotubuli-
assoziiertes Protein ist, wobei die Mikrotubuli-Assoziation abhängig von der PDZ-Domäne 
ist. Sie konnten außerdem zeigen, dass HtrA1 die Mikrotubuli-Stabilität reguliert. Diese 
Beobachtungen legen nahe, dass HtrA1 die Zellmigration durch Beeinflussung der 
Cytoskelett-Reorganisation spielt (Chien et al. 2009). In der Vergangenheit wurden bereits 
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andere Proteasen mit Reorganisation des Cytoskeletts in Verbindung gebracht, wie z.B. die 
Familie der Calpaine (Carragher, Frame 2002).  
Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass HtrA1 eine wichtige Rolle für die chemotaktische 
und zufällige Migration spielt. Der genaue Mechanismus, wie HtrA1 durch Mikrotubuli-
Assoziation in die Reorganisation des Cytoskeletts eingreift, muss noch identifiziert werden. 
Die Tatsache, dass HtrA1 in malignen Zellen die Motilität beeinflussen kann, unterstützt 
außerdem die Bedeutung von HtrA1 als Protease mit tumorsuppressiven Eigenschaften. 
5.3.3 Die Rekonstitution von HtrA1 hat keinen Einfluss auf die 
Apoptose in HCT116-Zellen 
In entarteten Zellen ist das Gleichgewicht von Zellteilung und Apoptose häufig beeinträchtigt, 
was die Tumorigenese fördert. Mit Hilfe der rekonstituierten Zelllinien, soll untersucht 
werden, ob die HtrA1-Expression in HCT116-Zellen die Apoptoseinduktion beeinflusst. Dazu 
wurde die Apoptoseinduktion durch Behandlung der Zellen mit verschiedenen Substanzen, 
die die Apoptose über unterschiedliche Mechanismen induzieren, provoziert und mit Hilfe 
eines Apoptose-Assays, der spezifisch die Mononucleosomen und Oligonucleosomen in der 
cytoplasmatischen Fraktion der Zelllysate bestimmt, ausgewertet. Nocodazol-, Taxol-, und 
Campthotecin-Behandlung führten dabei zu einer effektiven Induktion der Apoptose, wobei 
keine Unterschiede zwischen HCT116 p50 Leervektorzellen und HCT116 p50 HtrA1-Zellen 
zu beobachten war. Weiterhin führte die Cisplatin-Behandlung im Vergleich zu der 
Lösungsmittelkontrolle zu keiner Induktion der Apoptose. Möglicherweise war die gewählte 
Cisplatin-Dosis und Inkubationsdauer nicht ausreichend für eine Apoptoseinduktion.  
Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu einer Studie von Chien und Kollegen, die 2002 
zeigen konnten, dass die exogene Expression von HtrA1 bei Ovarialkarzinomzellen zur 
Induktion der Apoptose führt. Dabei war die Induktion abhängig von der Proteaseaktivität, da 
die Expression einer inaktiven Form von HtrA1 die Apoptose nicht induzierte. Weiterhin war 
die HtrA1-induzierte Apoptose bei Zugabe eines Caspase-Inhibitors nicht vermindert, was 
auf einen Caspase-unabhängigen Mechanismus der Apoptoseinduktion hindeutet (Chien et 
al. 2004). Inwieweit HtrA1 die Apoptose über einen Caspase-unabhängige Mechanismus 
regulieren kann, müssen weiterführende Experimente zeigen. Möglicherweise sind die 
unterschiedlichen Beobachtungen hinsichtlich der Wirkung der HtrA1-Rekonstitution auf die 
Apoptose in den verschiedenen Zelllinien auf gewebsspezifische Unterschiede in der HtrA1-
Expression zurückzuführen. Generell ist die HtrA1-Expression, wie mittels Northern-Blot-
Analysen gezeigt wurde, in Ovarien deutlich höher als in Dünndarm und in Kolon (Nie et al. 
2006, Chien et al. 2004). Variationen hinsichtlich der endogenen HtrA1-Expression in den 
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verschiedenen Geweben könnten eventuell die Ansprechbarkeit auf die ektopische HtrA1-
Expression beeinflussen. Es ist demnach notwendig weiterführende Experimente, die die 
Analyse der Caspase-unabhängigen Apoptose ermöglichen, durchzuführen. Dafür sollten 
möglichst Modelle ausgewählt werden, die die unterschiedlichen gewebsspezifischen HtrA1-
Expressionslevel repräsentieren. 
5.3.4 Auswirkungen der HtrA1-Rekonstitution in Nacktmaustumoren 
Da in vitro-Experimente nicht den natürlichen zellulären Kontext des Tumorgewebes 
nachbilden können, wurden zusätzlich zu den oben beschriebenen Zellkultur-Experimenten 
in vivo-Tumorigenitätsstudien mit Nacktmäusen durchgeführt. Dafür wurden HCT116-Zellen 
mit rekonstituierter HtrA1-Expression und Kontrollzellen, die mit dem Leervektor transduziert 
wurden, subkutan in die Flanken von Nacktmäusen injiziert und das Tumorwachstum 
beobachtet. 
Die Analyse der HCT116-Zellen zeigte keine signifikanten Unterschiede des 
Tumorwachstums (4.16). Lediglich an Tag 23 des Experiments war die Tendenz zu 
erkennen, dass die Tumore, die aus HtrA1-überexprimierenden Zellen resultierten kleiner 
waren. Leider konnte der Tumorverlauf nicht weiter beobachtet werden, da die Tumorlast für 
die Mäuse zu hoch war. In diesem Experiment konnte demnach die vermutete 
tumorsuppressive Wirkung von HtrA1 in vivo nicht nachgewiesen werden. Das Experiment 
ist allerdings nicht planmäßig verlaufen, da das Tumorwachstum ursprünglich über einen 
längeren Zeitraum verfolgt werden sollte. Die injizierten Zellen wuchsen jedoch sehr schnell 
an und das Tumorwachstum konnte anschließend lediglich über einen Zeitraum von 23 
Tagen dokumentiert werden. Um wichtige Informationen über das tumorigene Potential von 
HtrA1 in vivo zu bekommen, sollte das Experiment wiederholt werden. Dabei sollte in 
Betracht gezogen werden, eine geringere Zellzahl zu injizieren, um das Tumorwachstum 
über einen längeren Zeitraum verfolgen zu können. Weiterhin wäre es denkbar, statt der 
stabil rekonstituierten HCT116-Zellen ein Zellmodell zu verwenden, das eine induzierbare 
HtrA1-Expression ermöglicht. 
Interessant wäre es außerdem, die subkutanen Tumorigenitätsuntersuchungen mit 
orthotropen Mausexperimenten zu ergänzen. Bei diesen Experimenten werden die Zellen in 
das Organ injiziert, aus dem sie ursprünglich stammen (Mitchell, Schumacher 1997, Garofalo 
et al. 1993). Sie ermöglichen neben der Analyse des Tumorwachstums auch die 
Untersuchung des Metastasierungsverhaltens bei tumorigenen Zellen. Mit Hilfe eines 
solchen Modells könnte der Frage nachgegangen werden, ob die in den Migrationsstudien 
gefundenen Daten mit dem Metastasierungsverhalten korrelieren.  
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5.4 Modell für die epigenetische Regulation von HtrA1 in 
Tumorzellen und die Konsequenzen für die Zelle 
Mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse kann nun folgendes Modell für 
die Regulation von HtrA1 und die Konsequenzen der aberranten Expressionsverminderung 
in Tumorzellen aufgestellt werden (Abb. 5.2). Die verminderte HtrA1-Expression in 
Tumorzellen ist auf die Hypermethylierung der CpG island innerhalb der HtrA1-
Promotorregion zurückzuführen. MBD2, ein Mitglied der MBD-Proteinfamilie, bindet an den 
methylierten HtrA1-Promotor und rekrutiert einen Transkriptionsrepressorkomplex. Die 
Bestandteile dieses Transkriptionsrepressorkomplexes vermitteln die Etablierung von 
transkriptionell inaktivem Chromatin, u.a. durch Histondeacetylierung. Die 
Transkriptionsmaschinerie ist nicht mehr in der Lage an den HtrA1-Promotor zu binden und 
die Genexpression von HtrA1 wird somit abgeschaltet. 
Innerhalb der Zelle hat HtrA1 verschiedene Funktionen. Die Überexpression von HtrA1 führt 
zu einer Inhibition des Zellwachstums und der Zellproliferation in vitro und in vivo (Baldi et al. 
2002, Zupkovitz et al. 2006, Chien et al. 2004). Die Inhibition der HtrA1-Expression, die 
durch die DNA-Methylierung vermittelt wird, geht demnach einher mit einer fehlregulierten 
Wachstums- und Proliferationskontrolle. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte außerdem gezeigt werden, dass die Überexpression von 
HtrA1 in Kolonkarzinomzellen die Migration der Zellen vermindert. In Zellen, die kein HtrA1-
exprimieren, ist die Migrationsrate dementsprechend erhöht.  
Das Fehlen von HtrA1 beeinflusst demzufolge mehrere Funktionen der Zelle, die für die 
Entartung von Zellen von Bedeutung sind. Die verminderte HtrA1-Expression führt zu einer 
fehlenden Kontrolle von Zellwachstum, Zellproliferation und Zellmigration, was die 
Tumorprogression fördert. 
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Abb. 5.2: Modell für die epigenetische Regulation von HtrA1 in Tumorzellen 
In normalen Zellen ist der Promotor von HtrA1 unmethyliert. HtrA1 wird exprimiert und inhibiert 
Zellproliferation, Zellwachstum und Zellmigration. In Tumorzellen ist HtrA1 methyliert, so dass MBD2 
an den Promotor von HtrA1 binden und dessen Expression inhibieren kann. Zellwachstum, 
Zellproliferation und Zellmigration werden nicht länger kontrolliert und tragen zur Progression des 
Tumors bei. MBD2 konnte als in vitro-Substrat von HtrA1 identifiziert werden. Es bleibt zu 
untersuchen, ob MBD2 auch in vivo von HtrA1 abgebaut werden kann. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte außerdem MBD2 in vitro als Substrat von HtrA1 identifiziert 
werden. In Zukunft muss überprüft werden, ob MBD2 in vivo ebenfalls ein Substrat von 
HtrA1 darstellt. Diese potentielle Funktion von HtrA1 könnte ebenfalls für die 
Tumorprogression von Bedeutung sein.  
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5.5 Ausblick - Weitere funktionelle Charakterisierung von 
HtrA1 und Identifikation von MBD2-Inhibitoren 
Die präsentierten Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass HtrA1 durch die Hypermethylierung 
der CpG island in Tumorzellen herunter reguliert ist. MBD2, ein Mitglied der MBD-
Proteinfamilie, bindet an den methylierten Promotor und vermittelt dessen transkriptionelle 
Repression. Neben der epigenetischen Regulation von HtrA1 müssen jedoch auch 
Transkriptionsfaktoren für die Regulation der Genexpression verantwortlich sein, da die 
Genexpression nach Promotorhypermethylierung zwar vermindert ist, aber dennoch gewisse 
Unterschiede aufweist. Bisher konnten zwei Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, AP2α 
und SRF, die an den HtrA1-Promotor binden können (Dewan et al. 2006). Um die 
transkriptionelle Regulation von HtrA1 besser verstehen zu können, sollten die 
regulatorischen Elemente und putativen Transkriptionsfaktorbindestellen innerhalb der 
Promotorregion identifiziert und analysiert werden. Dies könnte Aufschluss darüber geben, 
wie die Expression von HtrA1 in der normalen Zelle reguliert ist und welche Signalkaskaden 
für die Regulation von Bedeutung sein könnten.  
Das Fehlen von HtrA1 hat Folgen für die Kontrolle von Zellwachstum, Zellproliferation und 
Zellmigration und trägt somit zur Tumorprogression bei. Bisher ist noch ungeklärt, wie genau 
diese Mechanismen reguliert werden. Um mehr Informationen über die Funktion von HtrA1 in 
der Zelle zu gewinnen, sollte HtrA1 biochemisch charakterisiert werden, um Hinweise 
hinsichtlich der Temperatur-, pH-, und Salz-Toleranz zu erhalten. Außerdem müssen die 
Substrate von HtrA1 identifiziert werden. Für die Funktion von HtrA1 scheint jedoch nicht nur 
dessen proteolytische Aktivität von Bedeutung zu sein, sondern auch die Interaktion von 
HtrA1 mit anderen Proteinen, wie z.B. die Interaktion mit Tubulin über die PDZ-Domäne 
(Chien et al. 2009). Dementsprechend sollten in Zukunft außerdem die Interaktionspartner 
von HtrA1 innerhalb und außerhalb der Zelle identifiziert werden, um neue und genaue 
funktionelle Einsichten zu gewinnen.  
Die Tatsache, dass MBD2 an den HtrA1-Promotor bindet, unterstützt die Bedeutung von 
MBD2 als potentielles Therapieziel. MBD2 reguliert außerdem die Genexpression 
verschiedener Tumorsuppressoren, darunter auch HtrA1, und inhibiert die Tumorigenese in 
APCMin/+-Mäusen. Diese Eigenschaften machen es zu einem interessanten Angriffspunkt für 
neue Therapiestrategien. Bisher konzentrierte sich die Forschung eher auf die Beeinflussung 
der DNA-Methylierung selbst, was jedoch aufgrund der Nebenwirkungen auf normale Zellen 
mit einigen Bedenken verbunden ist. Aus diesem Grund wird inzwischen MBD2, welches das 
Methylierungssignal in ein Transkriptionsrepressionssignal übersetzt, als neuer 
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vielversprechender Angriffspunkt diskutiert. Therapeutisch interessant wären Substanzen, 
die die Interaktion von MBD2 mit der methylierten DNA oder dem rekrutierten 
Transkriptionsrepressorkomplex hemmen. Mittels eines weiteren HTS (High Troughput 
Screen), bei dem eine andere Substanzbibliothek getestet wird, könnten solche Substanzen 
identifiziert werden. Diese könnten dann biochemisch, zellbiologisch und in vivo analysiert 
werden. 
Für MBD2 sind bisher keine Strukturinformationen verfügbar. Diese würden jedoch helfen, 
die Interaktion von MBD2 mit der DNA und dem Transkriptionsrepressorkomplex genau zu 
verstehen. Mit Hilfe dieser Informationen wäre es möglich Moleküle zu modellieren, die die 
Interaktion spezifisch stören.  
MBD2 stellt ferner ein in vitro Substrat von HtrA1 dar. In der Vergangenheit wurde außerdem 
gezeigt, dass HtrA1 zum Teil im Zellkern lokalisiert ist (Clawson et al. 2008). Da MBD2 
ebenfalls innerhalb des Zellkerns vorliegt, könnte es demnach potentiell in vivo von HtrA1 
proteolysiert werden. Diese Fragestellung sollte in Zukunft genauer untersucht werden, um 
eine potentielle Bedeutung von HtrA1 für die Regulation der MBD2-Homöostase zu klären. 
Eine solche Funktion hätte dramatische Folgen für die Tumorprogression in Zellen, in denen 
die HtrA1-Expression abgeschaltet ist. Nach Verlust von HtrA1 würde MBD2 nicht mehr 
proteolysiert werden. Dementsprechend würde die Konzentration von MBD2 in der Zelle 
stark ansteigen und es könnte häufiger an die methylierten Promotoren von 
Tumorsuppressorgenen, u.a. von HtrA1, binden und deren Expression inhibieren. Diese 
Kaskade würde die Tumorprogression erheblich fördern. Aus diesem Grund ist es von 
großer Bedeutung diese potentielle Funktion von HtrA1 in Zukunft näher zu analysieren. 
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6 Zusammenfassung 
HtrA1 gehört zu der HtrA (High temperature requirement)-Familie der Serin-Proteasen, einer 
Gruppe hochkonservierter Proteasen, die sowohl eukaryotische, als auch prokaryotische 
Mitglieder umfasst. Gemeinsames Merkmal dieser Serinproteasen ist das Vorhandensein 
einer hoch-konservierten Trypsin-ähnlichen Domäne und mindestens einer PDZ-Domäne am 
C-Terminus. HtrA1 wurde ursprünglich als herunter reguliertes Gen in SV40-transfomierten 
Fibroblasten identifiziert und wurde seitdem mit verschiedenen Krankheitsbildern, wie z.B. 
Arthritis, altersbedingter Makuladegeneration und der Alzheimerschen Krankheit, in 
Verbindung gebracht.  
HtrA1 ist außerdem für einige Krebsarten, wie z.B. Ovarialkarzinome, Melanome und 
Mesotheliome, von Bedeutung. Die Expression von HtrA1 ist in diesen Tumoren herunter 
reguliert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Mechanismus, der für die aberrante 
Verminderung der HtrA1-Expression in Tumorzellen verantwortlich ist, identifiziert. Der 
HtrA1-Promotor enthält eine CpG island, die in Kolonkarzinomzelllinien und Darmpolypen 
von APCMin/+-Mäusen hypermethyliert ist. Diese Hypermethylierung korreliert mit der 
Inhibition der HtrA1-Expression. Damit konnte HtrA1 erstmals mit der Entstehung des 
Kolonkarzinoms in Verbindung gebracht werden. Durch Behandlung mit epigenetischen 
Pharmazeutika kann die Expression von HtrA1 in Zelllinien, die einen hypermethylierten 
HtrA1-Promotor aufweisen, wiederhergestellt werden. Demzufolge ist die DNA-Methylierung 
reversibel.  
Außerdem konnte gezeigt werden, dass durch die Suppression von MBD2, einem Mitglied 
der MBD-Proteinfamilie, die HtrA1-Expression in Zellen mit einem hypermethylierten HtrA1-
Promotor gesteigert werden kann. In Zellen mit einem unmethylierten HtrA1-Promotor hat die 
MBD2-Suppression hingegen keinen Effekt. Demnach bindet MBD2 methylierungsabhängig 
an den Promotor und inhibiert die Transkription von HtrA1. 
Aufgrund der Fähigkeit an die Promotoren von Tumorsuppressorgenen zu binden und der 
Tatsache, dass der Verlust von MBD2 in APCMin/+-Mäusen die Tumorigenese stark 
vermindert, wird MBD2 als interessanter potentieller Angriffspunkt für die Etablierung neuer 
Therapiestrategien zur Behandlung von Krebserkrankungen angesehen.  
Zusätzlich wurde die Interaktion von rekombinant hergestelltem MBD2b und DNA mit einem 
EMSA analysiert. Mit Hilfe des EMSAs konnte eine methylierungsabhängige Bindung des 
gereinigten MBD2s an DNA-Oligonucleotide nachgewiesen werden. Außerdem wurden 
Substanzen hinsichtlich ihrer Fähigkeit, die Interaktion von MBD2b mit methylierter DNA zu 
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inhibieren, untersucht. Dabei konnte eine Substanz, die an die DNA bindet, als wirksamer 
Inhibitor der MBD2-Bindung identifiziert werden.  
Mit Hilfe der Gelfiltration wurde außerdem untersucht, ob die Bindung von MBD2b an 
methylierte DNA den oligomeren Zustand von MBD2 beeinflusst. Dabei wurde erstmals eine 
oligomere Form von MBD2b identifiziert. Die funktionelle Bedeutung dieses Oligomers muss 
in weiterführenden Experimenten geklärt werden. 
Weiterhin wurde analysiert, ob HtrA1 ein Substrat von MBD2b ist. Dabei konnte gezeigt 
werden, dass HtrA1 in der Lage ist, MBD2 abzubauen. In Zukunft muss analysiert werden, 
ob HtrA1 MBD2 auch in vivo abbauen kann und somit eine Rolle in der Homöostase von 
MBD2 spielt.  
In zellbiologischen Experimenten wurden außerdem die Auswirkungen der Re-Expression 
von HtrA1 in Kolonkarzinomzellen, die kein HtrA1 exprimieren, auf verschiedene zelluläre 
Prozesse untersucht. Zunächst wurde die Lokalisation von HtrA1 mikroskopisch analysiert. 
Dabei wurde HtrA1 intrazellulär und zu großen Teilen extrazellulär beobachtet. 
Außerdem wurde die Auswirkung der Re-Expression auf die Migrationsfähigkeit der Zellen 
analysiert. Diese Experimente haben ergeben, dass die HtrA1-Expression mit einer 
verminderten Migrationsfähigkeit der Zellen einhergeht. Neben Zellwachstum und 
Zellproliferation spielt HtrA1 demzufolge auch eine Rolle in der Regulation der Zellmigration. 
Die Tatsache, dass die HtrA1-Expression durch DNA-Methylierung in Tumorzelllinien 
reguliert wird und MBD2 das Methylierungssignal in die Transkriptionsrepression übersetzt, 
unterstützt die Bedeutung von HtrA1 als Tumorsuppressor. Die Identifikation des 
Mechanismus, der für die aberrante Verminderung der HtrA1-Expression in Tumorzellen 
verantwortlich ist, liefert außerdem neue Hinweise für die Etablierung von Therapiestrategien 
zur Behandlung von Krebserkrankungen. Außerdem konnte mit der HtrA1-vermittelten 
Inhibition der Zellmigration eine weitere tumorsuppressive Eigenschaft von HtrA1 identifiziert 
werden.
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